44ue ANNEE OCTOBRE 1900 | Ne 10 


ANNALES 


LINSTITUT PASTEUR 


Immunisation de la Bactéridie charhonneuse 
CONTRE L’ACTION DU SERUM DU RAT 


Formation et nature des « anticorps » 
Par J. DANYSZ 


Dans son travail sur lVaction bactéricide du sérum de rat, 
Savtchenko’ a montré gue la bactéridie charbonneuse peut 
s habituer au sérum de rat et donner, dans ce milieu, des cul- 
tures assez abondantes. 

Il était généralement admis, alors, que le sérum de rat con- 
tenait une alexine ou bactériolysine qui tuait et digérait les 
microbes, et il nous a semble intéressant d’établir par quel méca- 
nisme le microbe parvenait 4 se défendre contre l’action nocive 
de cette substance. 

On pouvait admettre soit une adaptation du microbe par 
formation de tissus nouveaux de plus en plus résistants a 
Vaction de la substance bactéricide, soit une immunisation par 
formation d’un anticorps qui neutraliserait cette substance au 
dehors du corps du microbe. 

Pour avoir un terme de comparaison et pouvoir mieux juger 
la signification des phénoménes observés, nous avons étudié en 
méme temps l’accoutumance de la bactéridie a l’arsenic, c’est- 
a-dire & un antiseptique dont l’action, ainsi que |’a constate 
Besredka ®, conduit A la formation d’un anticorps. 

Laction du sérum de rat. — Pour fixer la: puissance d’action 


4, Ces Annales, 1897, Ne 12. 
2. Ces Annales, 1899, p. 49, 209, 465. 


642 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


du sérum de rat sur la bactéridie, nous avons commencé par 
ensemencer des quantités aussi identiques que possible, mais 
toujours relativement faibles (2 gouttes d’une émulsion claire 
dans l'eau physiologique d'une culture de 24 heures dans 1 ¢. ¢. 
de liquide), de 1°", de 2° vaccin et d’une culture virulente, dans 
une série de 20 mélanges contenant, le 1°", 19 gouttes de bouillon 
pour 1 goutte de sérum, le 2° 18 gouttes de bouillon pour 
2 gouttes de sérum, etc.; le dernier contenait du sérum pur, 

Le résultat était examiné 36 heures aprés l’ensemencement. 

En représentant l’abondance de la culture témoin par !e 
chiffre 15, on trouvait, pour la série des mélanges, les valeurs 
suivantes : 


Nos des tubes. 14 QE e 7 al Oh LO eee, 8 9 10 44 12 143 44°15 16 17 48 19 20 
Abondance dor. Vi) 20518. ee 4a 12 9 Te 3 a A Oe (lye a One Oke Ol uO ROL NO 
de la ge Vi 90) AS 47 AG 4 AO AOA) Wis ies 22s A Be tO) ORO 0 LeU) 
culture. ) Virus.) 20! 49 48. 4% AOn Ae SAD TORO 75) a Ssiecee tI O meee Om) 


Les limites de croissance étaient done dans ce cas: 


Pour le 4°" vaccin, tube ne 41, solution 9 de bouillon pour 411 de sérum. 

Popp lege) z= = 19 48, = _ — A3 _ 

Pour le virus, — ne 44, — 6 — — 14 — 

En augmentant les quantités de culture ensemencée dans ces 
séries de mélanges, on fait avancer les limites de croissance de 
gauche a droite. Des émulsions épaisses de bactéridies peu- 
vent donner des cultures dans du sérum pur. 

On obtient des résultats contraires en remplacant le bouillon 
par de l’eau physiologique ou leau distillée. Pour les mémes 
quantités de sérum et de callure ensemencées, les limites de 
croissance se trouvent reculées de droite vers la gauche, 

Pour les mélanges de sérum et d’eau physiologique, ces 
limites sont, par exemple : 


AST VACEIN conse seas Tube n° 9, solution 11 d@’eau pour $ de sérum, 
2° Hees eee Kinane = mn 42, —_ 8.) Sa 42 ae 
EEG R AAO RORORT — ne 13, — 7 = 13 ea 


Pour les mélanges de sérum et d’eau distillée : 


Hes Ava COIN": rrgaisie ciate Tube n° 7, solution 13 Veau pour 7 de sérum. 
yn eer eee Ate == pm 9; - 4a — 9 — 
WAS 50 sictanet gees one. Be 40s te AO 10 _ 


Les courbes de croissance des bactéridies dans l’eau distillée 
et dans eau salée présentent encore une autre particularité 
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qu'il est important de signaler ; l’optimum de croissance ne cor- 
respond pas a la quantité minima du sérum dans les mélan- 
ges. On obtient cet optimum dans les tubes 2 ou 3 pour l’eau 
physiologique, dans les tubes 3 ou 4 pour |’eau distillée. 

Dans Vhypothése del’existence d’une bactériolysine contenue 
dans le sérum de rat, on serait done obligé de conclure de cette 
premiére série d’essais : 

1° Que la puissance d’action de cette diastase est plus forte 
dans l’eau distillée que dans l’eau physiologique, et plus forte 
dans ce dernier milieu que dans le bouillon; 

2° Que le 1° vaccin est plus sensible a laction de cette 
diastase que le 2° vaccin, et ce dernier plus sensible que le 
Virus; 

3° Que les doses faibles de sérum favorisent la croissance des 
microbes au lieu de les détruire, et que son action ressemble en 
cela 4 l’action des antiseptiques. Ce dernier phénoméne apparait 
surtout trés nettement dans des milieux nutritifs trés pauvres. 


Le mécanisme de Vimmunisation de la bactéridie contre le sérum 
de rat. — Nous avons constaté plus haut que, de toutes les races 
de bactéridies, c’est le 1° vaccin qui est le plus sensible a V’action 
du sérum de’rat : c’est donc une culture de 1 vaccin que nous 
avons cherché & immuniser, simplement dans le but d’obtenir 
des différences plus appréciables entre une culture traitée et 
une culture neuve. 

En prenant comme point de départ le mélange de sérum 
et de bouillon qui donne « ’optimum » de croissance, on arrive 
assez facilement a habituer la bactéridie a se développer dans 
des mélanges de plus en plus concentrés. 

L’immunisation de la bactéridie présente toutefois cette 
particularité qu’au début elle marche trés vite, et qu’ensuite elle 
se ralentit de plus en plus. — Il ne faut qu’une dizaine de 
passages pour faire avancer la limite de la croissance de 114 15, 
tandis qu’il en faut au moins 20 pour V’avancer ensuite jusqu’au 
n° 19 et encore autant pour la faire passer de 19a 20. 

Une culture immunisée a sensiblement changé d’aspect et de 
propriétés. Sur gélose elle présente un aspect terne et velu qui 
la fait ressembler au virus; examinés au microscope, les micro- 
bes sont plus gros que ceux de la culture dorigine, et entourés 
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dune gaine mucilagineuse presque aussi épaisse que la moitié 
du corps du microbe. Emulsionnée dans de l’eau physiologique 
ou dans l’eau distillée, la culture ne reste pas en suspension 
comme le fait le vaccin, mais s’agglutine trés rapidement et 
s’amasse au fond du tube en quelques minutes. C’est encore la 
une particularité qui la rapproche du virus. Cette ressemblance 
st, toutefois, purement morphologique; une culture habituée 
au sérum de rat est sensiblement moins virulente que la cul- 
ture d’origine. 

Une telle culture garde trés longtemps les propriétés 
acquises. Une culture ensemencée directement du sérum sur 
gélose et une autre entretenue pendant trois mois par réense- 
mencements successifs, exclusivement sur gélose normale, ne 
différent pas d’une facon appréciable. 

La modification morphologique la plus apparente que le mi- 
crobe a subie par immunisation contre laction du sérum de 
rat est la formation de la gaine mucilagineuse dont ils’entoure. 
L’existence de cette gaine nous indique la direction dans 
laquelle il faut chercher la facon dont le microbe se défend. II 
est évident, en effet, que c’est cet épaississement de la membrane 
d’enveloppe qui protége le microbe contre l’action nocive du 
sérum de rat, soit en s’opposant passivement au passage des 
substances actives, soit en les neutralisant en dehors du corps 
du microbe. 

L’expérience nous apprend quec’est cette derniére NWR 
qu'il faut nécessairement admettre. . 

En effet, on peut épuiser la substance nocive du sérum du 
rat en centrifugeant des émulsions de bactéridies dans ce 
sérum; aprés deux ou trois de ces opérations, le sérum décanté 
nest plus bactéricide, et on constate aussi qu’il faut & peu prés 
deux fois moins de bactéridies immunisées que de bactéries 
neuves pour épuiser la méme quantité de sérum. — Les bacté- 
ridies prennent donc la substance nocive, elles la fixent propor- 
tionnellement a leur quantité et proportionnellement a leur 
degré d’'immunisation. 

D’autre part, on remarque que les bactéridies immunisées, 
cultivées dans du bouillon normal, ne possedent pas cette gaine 
mucilagineuse dont elles s’entourent dans des cultures sur 
gélose. Eh bien, quand on cultive, dans des conditions identiques, 
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dans du bouillon, la bactéridie immunisée et la bactéridie neuve, 
quand on filtre ces cultures sur porcelaine et qu’on essaie le 
pouvoir neutralisant de ces bouillons filtrés pour le sérum de rat, 
comparatiyement a du bouillon normal, on trouve que le liquide 
dans lequel s’est développée la bactéridie immunisée neutralise 
sensiblement plus de la substance nocive que le bouillon de cul- 
ture de la bactéridie normale, et ce dernier un peu plus que le 
bouillon neuf. 

En ensemengant des quantités égales d’une émulsion de 
bactéridies normales dans trois séries de mélanges préparés dans 
les mémes conditions que ceux indiqués plus haut, et contenant, 
pour des quanlités respectivement identiques de sérum de rat, 
des quantités identiques aussi, dans la 1" série de tubes, de 
bouillon neuf, dans la 2° série, de bouillon d’une culture nor- 
male, dans la 3¢ série, de bouillon d’une culture immunisée, on 
constate que, si dans le premier cas la limite de croissance est 
atteinte dans le tube n° 10, dans le deuxiéme cas elle atteindra 
le n° 14, et, dans le dernier, le tube n° 18. 

Les réactions des bouillons 2 et 3 étant identiques, la diffé- 
rence d’action ne peut provenir que de la différence dans les 
quantités de substance fixatrice sécrétée par les microbes et 
dissoute dans les deux bouillons. 

I] faut done conclure que la gaine mucilagineuse qui entoure 
le microbe immunisé joue un role actif dans la défense de ce 
dernier, en fixant sur elle et neutralisant ainsi la substance 
nocive du sérum de rat. . 

Toutefois, en examinant de prés ce que devient une culture 
immunisée émulsionnée dans ce sérum, on onstate que la neu- 
tralisation dela substance nocive n’empéche nullement la bacté- 
riolyse. La quantité absolue de microbes immunisés digérés 
dans le sérum, n’est pas inférieure a celle de microbes neufs 
placés dans les mémes conditions. 

Seulement, tandis que ces derniers seront complétement 
dissous sans donner de cultures filles, les microbes immunisés 
donneront des cultures nouvelles avant d’étre digérés. 

Il faut en conclure nécessairement que le mucilage sécrété 
par le microbe immunisé ne neutralise pas la diastase diges- 
tive, mais une autre substance qui géne la nutrition des microbes, 
et ne joue qu’un role indirect dans la bactériolyse. 
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Les travaux d’Emmerich et Loew, de Gamaleia, sur lauto- 
digestion de certains microbes, ainsi que les travaux de notre 
collégue Malfitano sur la diastase protéolytique sécrétée par la 
hactéridie charbonneuse, nous ont conduit a penser que 
dans le phénoméne de digestion de la bactéridie charbonneuse 
dans le sérum de rat, la diastase digestive est fournie exclusi- 
vement par le microbe lui-méme, et que par conséquent la 
substance nocive contenue dans le sérum de rat ne serait qu'une 
sorte d’antiseptique qui, en se fixant sur le corps du microbe, 
paralyse ses fonctions d’assimilation et de croissance. 

L’expérience a pleinement confirmé cette hypothése, en 
montrant que les bactéridies tuées par la chaleur ou par un acide 
ne sont plus digérées dans le sérum de rat, que ce sérum chauffé 
i 55-58° pendant trois heures n’empéche pas la. bactériolyse, 
et que la bactéridie sera digérée toujours, dans tous les milieux 
neutres, si par un moyen quelconque on parvient a paralyser 
ses fonctions de nutrition et de croissance sans la tuer. 

L’expérience montre, en outre, que la composition du 
milieu n’est pas indifférente alaction de la bactériolyse, que les 
conditions « optima » pour l’autodigestion se trouvent réalisées 
dans le sérum de rat; viennent ensuite, dans l’ordre décroissant, 
le bouillon de viande peptonisé, l’eau distillée et eau physio- 
logique. 

{Inversement, la bactéridie donnera des cultures dans tous les 
milieux, méme les plus pauvres, comme l’eau distillée ou eau 
physiologique, a la condition que ces milieux ne contiennent 
aucun antiseptique paralysant ses fonctions de nutrition. En se 
digérant elles-mémes, les bactéridies produisent des subtances 
assimilables dont se nourriront les microbes survivants, qui, 
dés le moment ot ils commenceront a assimiler, résisteront plus 
longtemps a l’autodigestion, et donneront des cultures d’autant 
plus abondantes que la quantité de microbes digérés (et par con- 
séquent de substances assimilables) aura été plus grande. 

Chaque moment de l’évolution de la bactéridie charbon- 
neuse est done déterminé par le rapport (a/d) entre ‘les deux 
fonctions d’assimilation (a) et d’autodigestion (d), fonctions 
contraires dans leurs effets quand on les considere séparément, 
mais qui ne sont nullement antagonistes, en ce sens que la 
diastase bactériolytique sécrétée par le microbe est en méme 
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temps protéolytique. Elle prépare des substances assimilables 
pour le microbe et constitue ainsi une des conditions de sa 
croissance. 

Le rapport a/d change & chaque moment de la vie des bacté- 
ridies dans le méme milieu, et il est trés variable dans des 
milieux de compositions différentes, parce que la puissance de a 
et de d ne dépend pas seulement de la quantité de diastase pro- 
téolytique et de substances nutritives, mais aussi de la pré- 
sence dans ces milieux de substances plus ou moins favorables 
& Pune ou 4 lautre, ou favorable a Pune et en méme temps défa- 
vorable a l’autre de ces deux fonctions. 

Quelques exemples nous permettront de préciser dans 
quelques cas les valeurs de a et de d. 

En ensemengant une quantité de microbes suffisante pour 
une observation commode dans un bouillon encore acide pour 
la phtaléine, et déja alcalin pour le tournesol, et en examinant 
état de la culture pendant 48 heures, toutes les 10 minutes 
pendant la premiere heure, toutes les 30 minutes pendant les 
5 heures suivantes, et toutes les 4 heures ensuite, on remarque, 
en comptant les microbes détruits et les microbes nouvellement 
formés, que la bactériolyse commence 20 minutes aprés l’ense- 
mencement, qu elle augmente rapidement jusqu’a la 5° heure, et 
quelle diminue ensuite progressivement ; la croissance ne 
commence qu’a la 10° heure et augmente ensuite progressive- 
ment jusqu’a son maximum qui est atteint en 36 4 48 heures. 

En ensemencantla méme culture dans une série de bouillons 
contenant, a partir d’un point le plus voisin de la neutralité, 
d’une part, des quantités croissantes d’acide sulfurique, d’autre 
part des quantités croissantes de potasse, on trouve: dans la 
série de bouillons encore alcalins pour la phtaléine, des con- 
ditions optima pour la bactériolyse, et peu favorables pour 
la croissance, dans un des  bouillons neutres ou trés légére- 
ment acides pour la phtaléine, des conditions « optima » pour 
la croissance et peu favorables pour la bactériolyse. 

Les valeurs du rapport a/d seraient dans ces différents 
milieux, aux différents moments de la culture, les suivants : 
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B. alcalin. b. neutre. B. légér.. acide. 
4 jusqu’a 20 minutes. 4/4 Ais 4/A 
2 apres 30 = 4/5 4/4 1/2 
30 = 40 = 1/6 4/5 by 
hi 50 = 1/8 4/6 1/3 
5 oS 60 =F 4/10 4/7 1/3 
6 — aly Vays aly 4/A5 4/8 4/4 
7 - 2 heures. 4/20 4/9 4/4 
ee 3 = 4/20 4/10 4/5 
Dine Lh ees 1/20 4/15 1/8 
400 — 5 = 4/20 4/45 4/5 
44 — 40 _— 4/45 2/10 9/4 
412 — 42 — 4/40 4/5 3/3 
430 — 16 = 4/5 40/3 5/1 
44. — 20 =e 2/3 45/4 40/4 
15 — 24 _ 5/4 18/4 45/1 
46 — 36 — 10/4 20/4 15/4 


En examinantlaréaction d’un bouillon primitivement neutre 
aux différents moments de l’évolution de la bactéridie, on 
remarque qu’au bout de 36 heures déja il devient légérement 
acide, et que cette acidité augmente aussi longtemps que la cul- 
ture se développe : or comme la bactériolyse ne peut se faire 
que dans un milieu neutre ou légérement alcalin, c’est précisé- 
ment par cette formation d’acide que le microbe se défend contre 
Pautodigestion dans un milieu nutritif normal. — Une propor- 
tion un peu plus forte d’acide arréte aussi la croissance de la 
bactéridie, et alors une culture asporogéne sera définitivement 
tuée dans un a deux mois, sans étre digérée, tandis qu'une cul- 
ture sporogéne formera des spores qui résisteront pendant des 
années. : 

Si maintenant, on examine la bactériolyse seule dans une 
série de milieux de réaction identique et plus ou moins riches 
en albuminoides et en sels, tels que sérum, bouillon peptonisé, 
eau physiologique et eau distillée, tous additionnés de chloro- 
forme pour paralyser la croissance des microbes, on constate 
que la bactériolyse est la plus rapide et compléte dans les 
sérums, un peu plus faible et lente dans les bouillons, encore 
plus lente dans l’eau distillée, et la plus faible dans l’eau salée 
a71/2 pour mille. 

Les sérums, et Aun moindre degré aussi les bouillons pepto- 
nisés, contiennent donc une substance qui favorise la bactério- 
lyse, et qui, dans le sérum de rat, paralyse en méme temps la 
croissance. 


En enlevant au sérum cette substance, soit en la neutralisant 
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par les produits d’une culture immunisée, soit en l’épuisant par 
des émulsions de microbes que l’on enléve ensuite par centifu- 
gation, on obtient done a la fois deux effets différents : on 
augmente la puissance de la croissance et on diminue la puis- 
sance de la bactériolyse. 

En résumant ces observations, nous sommes donc autorisé 
a conclure ; 

1° Que le sérum de rat ne contient aucune diastase 
bactériolytique, mais seulement une substance analogue a 
un antiseptique qui se fixe sur la bactéridie, et, d’une part, 
paralyse ses fonctions d’assimilation et de croissance, d’autre 
part, favorise la sécrétion et l’action digestive d’une diastase 
que le microbe sécréte lui-méme ; 

2° Que le microbe se défend contre action de la substance 
nocive du sérum de rat par la formation d'une gaine mucilagi- 
neuse qui fixe cette substance en dehors du corps du microbe ; 

3° Que Vimmunisation de la bactéridie contre cette subs- 
tance ne la rend pas individuellement plus résistante a l’au- 
todigestion, mais lui permet simplement de se nourrir et de 
donner des cultures nouvelles avant qu’elle soit digérée ; 

4° Que le sérum de rat débarrassé de son antiseptique cons- 

titue un bon milieu de culture, ce qui explique ce fait que, dans 
certaines conditions, un mélange riche en sérum donnera une 
culture plus abondante qu'un mélange contenant une proportion 
de sérum plus faible. 


IMMUNISATION DE LA BACTERIDIE CONTRE L ARSENIC. 


L’action de l’arsenic sur la bactéridie charbonneuse et son 
immunisation contre cet antiseptique ont été étudiées par laméme 
méthode que celle qui a servi pour le sérum de rat. 

La puissance antiseptique de l’arsenic varie beaucoup sui- 
vant la réaction du milieu: trés faible en milieu alcalin, elle est 
relativement forte dans un milieu acide. — L’acidité ou l’alca- 
nité des milieux ne doit pas dépasser, bien entendu, dans un 
sens ou dans l’autre, les limites de la croissance des microbes. 

Nous avons employé, pour toutes les expériences, des solutions 
d’acide arsénique dans du bouillon, que nous appellerons alcalin 
quand ils feront virer au rose clair la phtaléine. 
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La quantilé de culture & examiner, ensemencée dans les 
différents mélanges, était toujours faible: elle ne donnait pas 
de trouble appréciable au liquide. 

Apres avoir reconnu que l’arsenic en solution acide avait 
une puissance antiseptique 4 peu prés dix fois plus forte quen 
solution alealine, mais que, a cette différence prés, l’action des 
deux solutions est sensiblement la méme, nous avons étudié 
principalement l’action de la solution acide, en ensemencant 
pour chaque expérience une série de 50 tubes contenant des 
solutions arsénicales allant de 1/10,000 jusqu’a 1/200. 

Kn opérant dans ces conditions, et en ensemencant une pre- 
miére série de 50 tubes avec une émulsion de premier vaccin 
(culture de 24 heures sur gélose), on constate, en examinant les 
tubes aprés un séjour de 48 heures a l’étuve, que dans les trois 
premiers tubes (solutionde 1/10,000, 1/7,000, 1/5,000) la culture 
est notablement moins abondante que dans le tube témoin. Les 
tubes 4, 5, 6 et 7 (solution de 1/3,333 a 1/1,430) donnent une 
culture beaucoup plus abondante que le témoin, les tubes 8 a 20 
(1/1,250 & 1/500) restent limpides ;: dans les tubes suivants, on 
trouve un dépot de plus en plus abondant. 

Kn ensemencant quelques gouttes du contenu de ces tubes 


sur gélose, on constate que les tubes 10 a 20 nedonnent pas de- 


culture du tout, ou quelques rares colonies, mais que les tubes 
20 4 25 donnent de nouveau des cultures abondantes; ce n’est 
qu’a partir du tube 26 que lensemencement sur gélose reste 
stérile. 

L’examen microscopique du coutenu des tubes montre 
alors que, dans les n°* 10 a 20, les microbes ont été compléte- 
ment dissous, quils n’ont été ni dissous ni tués dans les n° 24 
a 25, et quils ont été coaguiés dans les tubes suivants. 

Il est évident et facile a vérifier que, dans les tubes 10 a 20, 
les microbes n’ont pas été dissous par l’arsenic, mais qu'il y a 
la un phénoméne d’autodigestion comme dans le sérum de rat, 
et que dans les tubes 20 4 25 ils sont paralysés dans toutes 
leurs fonctions. Un séjour plus long dans ces solutions finit 
quelquefois par amener le développement d'une culture maigre 
dans les tubes 20 et 21, et une coagulation totale dans les autres. 

On voit done qu’a la dose de 1/5,000, Varsenic excite la crois- 
sance du microbe; & la dose 1/1,000, il paralyse la croissance ‘et 
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excite Vautodigestion ; a 1/500 il paralyse les deux fonctions sans 
tuer le microbe, et enfin qua partir de 1/400 il le tue en le 
coagulant. 

En habituant la bactéridie, par réensemencements successifs, 
a des solutions de plus en plus concentrées d’arsenic, on fait 
déplacer progressivement ces différents « optima » de gauche a 
droite. On arrive assez facilement & quintupler la concentration 
dela dose « optima ». Pendant que dans la série témoin, on obtient 
laculture la plus abondante dans la solution au1/5,000, la culture 
traitée poussera le mieux dans la solution au 1/1,000; mais 
il est & noter que les autres « optima » ne seront pas exactement 
proportionnels au premier. La limite droite de l’autodigestion 
ne dépassera guére la solution au 1/400, et celle de la coagula- 
tion commencera déja a 1/300. 


Une culture accoutumée a larsenic prend sur gélose un 
aspect caractéristique quelle garde trés longtemps malgré les 
réensemencements répétés. — Elle forme a la surface de la 
gélose une couche épaisse d’un mucilage qui, dansles tubes placés 
verticalement, coule au fond des tubes et finit par y former un 
culot de 1 & 2 centimetres de hauteur. Elle ressemble a une 
abondante culture de bactéroides ou de bacillus megatherium 
sur un milieu sucré, 

L’aspect microscopique (une telle culture n’est pas moins 
particulier et caractéristique. Quand on en émulsionne avec pré- 
eaution un peu dans eau, on trouve dans de gros manchons de 
mucilage soit des bactéridies isolées et droites, soit des fila- 
ments contournés en vrilles et formant de petits ressorts a 
boudin de 3 4 6 tours, comme si cette gaine mucilagineuse se 
développait plus lentement que le corps du microbe, et, trop 
difficile & percer, s opposait méeaniquement au libre développe- 
ment du filament et l’obligeait & se pelotonner sur lui-méme. 

La défense de la bactéridie contre le sérum de rat, comme 
celle contre l’arsenic, présente done beaucoup d’analogie avec 
le phénoméne observé par M. Metchnikoff dans !’évolution de 
la tuberculose chez les gerbilles (Meriones). Dans ce cas, en effet, 
le bacille tuberculeux se défend contre l’action nocive des élé- 
ments de la cellule géante par une hypertrophie considérable de 
sa membrane d’enveloppe. 
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Quand on filtre une telle culture sur une bougie en porce- 
laine, et quand on ajoute quelques gouttes de ce bouillon a 
une série de tubes contenant les mémes solutions arsénicales 
que celles que nous avons employées précédemment, et qu’on 
ensemence ces tubes avec une culture non accoutumée, on 
constate que ce bouillon filtré empéche Vaction de larsenic 
proportionnellement a Ja quantité employée. 

Ce bouillon contient done un « anticorps » qui five une 
certaine quantite d’arsenic et forme avec lui un composé 
inactif. 

Le mécanisme de laction de l’acide arsénique sur les 
bactéridies, ainsi que le mécanisme de l’accoutumance de ces 
derniéres a cet antiseptique, peut alors étre expliqué de la fagon 
suivante : 

L’acide arsénique est capable de coaguler ou transformer en 
acide-albumine tous les albuminoides dont est composé le 
microbe, et de former avec ces substances des composés 
neutres’. 

En faisant agir sur la méme quantité de microbes une série 
de solutions de plus en plus concentrées, on obtient done une 
série de coagulations qui commence par les albuminvides les 
plus facilement coagulables et se termine par la coagulation 
totale et compléte du protoplasma de la cellule. 

Il n’est guére possible de déterminer chimiquement quelle 
est la quantité ct la nature des albuminoides coagulés par chaque 
dose d’arsenic, et quels sont les effets biologiques produits 
par chacun de ces stades de coagulation. Nous avons pu consta- 
ter, toutefois, qu'une coagulation partielle de la mucine qui 
entoure la bactéridie et forme probablement aussi le stroma de 
la cellule favorise la multiplication du microbe, qu'une coagula- 
tion plus profonde arréte sa croissance sans le tuer, et provoque 
alors sa dissolution par autodigestion, et qu’enfin, une coagu- 
lation totale twe le microbe et le fixe dans un état qui ne varie 
plus. 


Les deux réactions extrémes, «l’optimum » de croissance et 


4. Il ne peut s’agir la, bien entendu, que dune neutralité relative. L’acide 
arsénique, combiné & des albuminoidés, perd son action pathogéne spécifique, 
mais le composé ainsi formé reste dans le milieu et modifie les conditions dans 
lesquelles le microbe continue & évoluer: il ne peut. done pas étre considéré 
comme complétement inactif, 
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-(Poptimum » de fixation peuvent étre reliées par une série 


ininterrompue de réactions intermédiaires, qui correspondent a 
une série de coagulations de plus en plus profondes et completes, 
et si les phénoménes biologiques correspondant a ces réactions 
chimiques de méme ordre qui se suivent réguliérement ne sui- 
vent pas, eux aussi, une ascension réguliére et ne sont pas de 
méme nature, c’est uniquement parce que les symptomes appré- 
ciables ne sont pas le résultat de l’action directe de l’arsenic, 
mais d’une réaction secondaire de la cellule. — En coagulant 
une quantité plus ou moins grande de protoplasma, l’arsenic 
paralyse chaque fois d’autres fonctions normales de la cellule, 
el provoque ainsi des ruptures d’équilibre qui se traduisent, 
dans chaque cas particulier, par des symptomes différents. 

Pour expliquer le mécanisme de l’immunisation, nous n’avons 
a nous occuper que de la premiére de ces réactions, que l’on 
peut appeler réaction immunisante. Nous avons vu qu’une dose 
mmunisante d’acide arsénique coagule partiellement la sub- 
stance mucilagineuse de la cellule, et qu’il en résulte une multi- 
plication plus active des bactéridies que dans les cultures témoins. 
— Nous avons constaté, ensuite, qu’en cultivant la bactéridie 
dans une série de solutions arsénicales de plus en plus concen- 
trées, on obtient des cultures dont chaque microbe devient 
individuellement plus riche (intérieurement et extérieurement) 
en substance mucilagineuse, et que les doses immunisantes d’ar- 
senic augmentent proportionnellement a la quantité de cette 
substance, ce qui revient & dire que, pour obtenir toujours la 
méme réaction immunisante, il faut coaguler et neutraliser par 
Vacide arsénique non pas toujours la méme quantité de mucilage, 
mais une quantité proportionnelle a celle qu’en contient la 
cellule. 

S’il est done vrai que les mémes phénoménes bielogiques 
sont produits par des réactions de méme nature, il faut admettre 
nécessairement que, dans le cas particulier qui nous occupe, 
c’est toujours la méme substance, le méme mucilage qui fixe les 
doses immunisantes d’arsenic, et que, si une bactéridie immu- 
nisée montre les mémes symptémes sous laction d’une dose 
plus forte d’arsenic qu’une bactéridie non accoutumée, c’est uni- 
quement parce que la premiére est plus riche en mucine que la 
seconde. 
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L’accoutumance des bactéridies 4 l’acide arsénique, obtenue 
par une série de cultures dans des solutions arsénicales immunt 
santes, consisterait donc dans une sur production dela substance 
la plus facilement coagulable, qui forme avec cet antiseptique un 
composé spécifiquement non pathogéne, sinon complétement 
inactif, — Cette substance mucilagineuse remplit et entoure les 
microbes cultivés sur des milieux solides : elle se dissout par- 
tiellement dans le bouillon ou l’eau physiologique. Dans ce 
dernier cas elle peut étre séparée du microbe par centrifugation 
ou par filtration, et elle neutralise alors l’acide arsénique dans 
les mémes conditions qu’une antitoxine neutralise in vitro sa 
toxine. ; 


Nous yoyons donc qu'il y a une grande analogie entre le 
mécanisme de l’action de l’acide arsénique et de celle du sérum 
de rat, et que le mécanisme de immunisation est identique dans 
les deux cas. De l’ensemble de ces observations nous pouvons 
donc conelure : 

1° Que la digestion de ia bactéridie dans le sérum du rat se 
produit par un phénoméne de méme nature que sa digestion 
dans une solution convenable d’arsenic, et notamment que, dans 
Pun comme dans Iautre cas, c’est l’arrét des fonctions d’assimi- 
lation et de croissance, dia Vaction coagulante dun antisep- 
tique, et lexagération relative des fonctions de désassimilation 
qui en résulte, qui conduit 4 une autodigestion, ou autrement 
dit 4 une dissolution du microbe par une diastase qu’il sécréte 
lui-méme, et dont Vaction devient pathogéne parce quelle n’est 
pas tenue en équilibre ou suffisamment compensée par une 
nutrition conyenable ; 

2° Que les bactéridies cultivées dans les solutions immuni- 
santes de ces antiseptiques s’efforcent de reyenir & un état 
Wéquilibre normal par la surproduction d'une substance qui 
fixe cet antiseptique et forme avec lui un composé neutre; 

3° Que lanticorps ainsi formé ne peut avoir, par conséquent, 
aucune action directe sur la diastase sécrétée par le microbe, et 
ne peut pas arréter l’évolution des symptémes pathogénes, des 
qu'une certaine quantité de cette diastase, mise en liberté par 
Yaction de Vantiseptique, aura commencé a agir pour son 
compte. 
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Il n’est guére possible d’admettre que la cellule puisse pro- 
duire un anticorps pour la diastase protéolytique qu’elle sécréte, 
et qui la digére dans certaines conditions anormales, un anti- 
corps capable de neutraliser cette diastase de la méme facon et 
par le méme mécanisme que celui qui neutralise un antiseptique. 
Nous avons vu plus haut que la bactéridie se défend contre 
cette diastase en modifiant la réaction de son milieu de culture 
qui, de neutre ou légérement alcalin, devient légérement acide 
et arréte alors la bactériolyse; mais il est évident que cette 
action de milieu ne peut pas étre assimilée a celle dune anti- 
toxine. 

La production de la diastase protéolytique doit étre consi- 
dérée comme une des fonetions normales nécessaire a la vie de 
la bactéridie; la neutralisation de cette diastase serait donc 
aussi funeste pour la cellule que sa surproduction, la substance 
qui la neutraliserait agirait nécessairement aussi comme un 
antiseptique. 

Knfin, il nous semble intéressant 4 noter que ces recherches, 
entreprises dans le but de simplifier Pétude du mécanisme de 
immunisation, en prenant comme sujet a immuniser un orga- 
nisme unicellulaire facile a cultiver, nous ont permis de mettre 
en évidence : 

1° Que Vaction diastasique et les symptomes pathogenes 
appréciables que l’on observe a la suite de l’action des alexines, 
et probablement aussi des lysines et des toxines, sur des orga- 
nismes ou des tissus vivants, peuvent étre produits par une 
substance sécrétée par les cellules atteintes, et que, par consé- 
quent, les antitoxines spécifiques n’auront aucune influence 
directe, dans ces cas, sur cette substance et les symptémes quelle 
fait apparaitre; 

2° Que si dans l’action des alexines, lysines ou loxines, il y a 
le plus souvent une action diastasique, il ne s’ensuit pas néces- 
sairement que ces substances soient des diastases ou qu elles 
en contiennent. 


LE MECANISME DE LA GLOBULOLYSE 


Par M. te Dt P. NOLF 


(Travail du laboratoire de Physiologie de l'Université de Liége.) 


Dans une précédente revue (1), j'ai eu occasion d’exposer les 
résultats principaux auxquels ont abouti les physiologistes qui 
se sont occupés de laction sur les globules rouges d’un grand 
nombre de produits chimiques. Dans la plupart de ces travaux, 
il n’est pas question a proprement parler d’hémolyse, mais les 
questions traitées sont tellement connexes, que les faits ob- 
servés et les principes qui en découlent nous permettent de 
nous rendre compte par déduction du mécanisme de ce phé- 
noménc. 

Il y a lieu de faire une premiére division des corps chimiques, 
au point de vue de leur action sur les hématies, en deux catégo- 
ries : les substances non pénétrantes et les substances péné- 
trantes. Seules ces derniéres nous intéressent directement, puis- 
que ce sont elles dont les solutions peuvent produire la globu- 
lolyse. Mais d’aprés les remarquables recherches de Hedin (2), 
une nouvelle séparation s’impose parmi elles. Dans un premier 
groupe se rangeront les substances qui agissent sur les héma- 
ties 4 la maniére de l’urée, dans le second celles dont l’action est 
analogue aceMe du chlorure ammonique. 

_ Les représentants du premier groupe se caractérisent comme 
suit : leurs solutions exercent sur le sang une action identique 
& celle d'un méme volume d’eau distillée. Il suffit, pour les neu- 
traliser completement, de leur ajouter la dose isotonique d’une 
substance non pénétrante, le chlorure sodique par exemple. 
Dans une telle solution, les hématies ont exactement le méme 
volume que dans le méme liquide salin privé de l’agent hémo- 
lytique. 

Au contraire, les solutions de chlorure ammonique exercent 
une action plus meurtriére que l'eau distillée. Le chlorure 
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sodique n’arrive pas & les rendre complétement inoffensives. 
Dans une solution isotonique de ce sel, contenant de faibles 
quantités de chlorure ammonique, les globules rouges 
augmentent de volume. Il ne faudrait cependant pas attacher 
trop dimportance a cette division. Ainsi que Vindiquent les 
résultats de Hedin, il existe un certain nombre de substances, 
telles que l’alcool, l’éther, l’acétone, qui agissent, & concentra- 
tion faible, comme l’urée, et se comportent comme le chlorure 
ammonique, sil’on enrichit Jeurs solutions. 

On a pu croire qu’aux agents hémolytiques du premier 
groupe seuls s’appliquent rigoureusement les lois de l’osmose, 
les globules se détruisant dans leurs solutions comme dans le 
méme volume d’eau distillée. Kt opinion a prévalu en physio- 
logie que c’est en quelque sorte a un éclatement, a une fissu- 
ration du globule, qu'il faut attribuer dans ces cas la diffusion 
de son contenu. 

J’ai émis l’hypothése que, pour ce qui concerne les agents 
du second groupe, il faut attribuer & une transformation des 
propriétés de perméabilité de l’enveloppe globulaire, opérée par 
eux, l'exception apparente quils font aux lois strictes de I’os- 
mose. 

A bien considérer le fond des choses, la méme explication 
pourrait s’étendre également a la globulolyse opérée par les 
agents hémolytiques du premier groupe. Envisagée de cette 
maniére, la diffusion de ’hémoglobine, opérée par l’eau dis- 
tillée, ne serait plus la conséquence d’un éclatement du globule, 
mais d’une perméabilisation de sa paroi a Vhémoglobine. Sous 
Vaction dune dilution progressive du sérum qui les baigne, 
les globules gonflent. Et lon attribue cette dilatation 4 une 
pénétration de l’eau extérieure a Vintérieur des hématies, dont 
le suc cellulaire se trouve ainsi dilué. Mais cette hydratation 
ne porte pas seulement sur le suc cellulaire, elle atteint égale- 
ment l’enveloppe du globule, le stroma. Pour s’en convaincre, il 
suffit de s’adresser a des globules d’oiseaux, dont le stroma 
nucléé est beaucoup plus important, vis-a-vis de la masse cellu- 
laire totale, que celui des mammiféres. 

Si l’on ajoute a des globules d’oiseau quatre a cing volumes 
d’eau distillée, de maniére & provoquer une hémolyse totale, et 
si l’on soumet le liquide a l’action de la force centrifuge, on 

42 
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obtient, malgré une action prolongée de celle-ci, un résidu 
elobulaire volumineux, formant une masse visqueuse, qui occupe 
le 1/3 ou le 1/2 de la hauteur totale de la colonne liquide. De 
sorte que, apres cette dissociation opérée par l’eau distilllée des 
deux constituants des globules, le contenu et les enveloppes, 
ces derniéres occupent néanmoins un volume encore trés consi- 
dérable. Ajoule-t-on maintenant du sel marin a ce liquide, 
jusqu’a concurence de 10/0, et le soumet-on derechef a l’action 
de la force centrifuge, on assiste a un véritable évanouissement 
des stromas, qui ne forment bientdt plus, dans le fond du tube, 
qu’un culot mince, de volume notablement inférieur a celui 
qu’occupaient les globules intacts dans une solution de méme 
valeur osmotique. Tant consistance que volume du stroma sont 
done directement et fortement influencés par la valeur osmo- 
tique du liquide qui les baigne. Il en est de méme, suivant toute 
probabilité, pour l’état de perméabilité de cette enveloppe vis- 
a-vis des divers constituants dissous dans le suc cellulaire, 
notamment de ’hémoglobine. L’enveloppe globulaire est done 
en compétition continuelle avec les éléments en solution dans 
les milieux intérieur et extérieur pour l'eau qui les dissout et 
qui Vimbibe. Affinité de solution pour ceux-la, affinité d’imbi- 
bition pour celle-ci, phénoménes de méme ordre, entre lesquels 
se rangent des intermédiaires, 

Dans le sang normal, il existe un état d’équilibre, corres- 
pondant aun volume globulaire déterminé, entre trois systémes 
de forces aliractives de Peau du sang: @) les constituants solubles 
‘lu sérum; ) les stromas globulaires; c) les substances en solu- 
tion dans le suc cellulaire des hématies. 

Dans les conditions normales, le syst¢me b est imperméable 
aux deux autres qu'il sépare. Toute diminution de l’eau dans 
un des trois, améne immédiatement un nouvel équilibre, qui 
se caractérise par une déshydratation correspondante des deux 
autres. Toute adjonction d’eau opére le phénoméne inverse. 
Dés que le nouvel équilibre est établi, la mesure de la force 
attractive pour Peau, de chacun des systémes, peut servir de 
mesure aux autres, puisqu’ily a égalité des trois valeurs. Or, en 
ce qui concerne a, cette valeur nous est précisément donnée par 
la tension osmotique, facile 4 mesurer, de ce liquide. 

St la dilution du milieu extérieur dépasse une certaine 
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mesure, c’est-a-dire si la force attractive de ses constituants 
tombe en dessous de celle d’une concentration d’environ 0, 45 °/, 
de sel marin en ce qui concerne le sang de poule, il y a diffu- 
sion légére de ’hémoglobine des globules, ce qui, dans l’hypo- 
thése mécanique de la globulolyse, serait di & une déchirure 
partielle des globules, provenant de ce que les forces élastiques 
de leur,enveloppe ont été légérement dépassées. Dans notre hypo- 
thése au contraire, cette limite correspond a une imbibition de 
la paroi telle, que celle-ci cesse d’étre imperméable & l’hémo- 
globine. 

Dans les liquides qui ne contiennent en solution que des 
substances non-pénétrantes, il faut de toute force l’adjonction 
d’eau pure en grande quantité pour amener ce degré d’hydrata- 
tion de la paroi. tl n’en est plus de méme quand on emploie 
des agents globulolytiques du second ordre. A du sang défibriné 
ajoutons du chlorure ammonique dissous dans une solution 
isotonique de chlorure de sodium. Le sel ammonique se répartit 
immédiatement entre globules et sérum. La paroi globulaire, 
imprégnée de ce sel, posséde actuellement une affinité plus 
grande pour l’eau. Elle en enléve une certaine quantité aux 
liquides extérieur et intérieur, c’est-A-dire que dans un milieu 
isotonique, elle arrive dun degré d’hydratation, quelle ne pou- 
ait atteindre, sans l’adjonction du chlorure ammonique, que par 
une forte dilution du milieu. Cette hydratation du stroma glo- 
bulaire en solution isotonique nous est précisément indiquée par 
le gonflement qu’y montrent les globules (Hedin), gonflement 
qui différerait de celui opéré par Veau pure, en ce qu'il inté- 
resse les stromas seuls, tandis que le second est une valeur 
additive, égale & la somme de l’augmentation de volume des 
stromas et de celle du liquide intra-giobulaire. Kn d’autres 
termes, l’hydratation, dans le premier cas, intéresse le systéme 
b seul, dans le second, 6 et ¢. 

Ce gonflement de lliématie, dans la solution de chlorure 
ammonique, est comparable a celui des disques de gélatine 
que Hofmeister plongeait dans des solutions salines, aprés les 
avoir imbibés au maximum d’eau distillée. Tl y a cependant 
une différence. 

Tandis que dans l’expérience de Hofmeister, les disques sont 
perméables aux sels du milieu ambiant dont ils s’imprégnent, 
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augmentant ainsi leur capacité de saturation pour l'eau, dans 
notre cas, l’imprégnation est exclusivement limitée 4 lun des 
éléments dissous, au chlorure ammonique. Dans le premier cas, 
la seule force qui s’oppose & une expansion infinie du disque de 
gélatine dans le milieu salin, c’est la cohésion du disque, c’est-a- 
dire les forces attractives qui unissent ses molécules ou ses 
micelles. Dans le second, outre cette force en existe une autre, 
beaucoup plus importante, l’action antagoniste des sels non- 
pénétrants, dissous dans le milieu extérieur. Ceux-ci s’opposent 
a toute hydratation exagérée du stroma, bien avant que les forces 
de cohésion puissent entrer en jeu. 

La division en deux catégories des agents globulolytiques 
pourrait donc se faire sur la base suivante : 

Les premiers (l’urée, Valcool, l’éther, etc., en faible con- 
centration) n’augmentent pas l’affiniteé du stroma pour I’eau. 

Les seconds (le chlorure d’ammonium; l’alcool, l’éther en 
concentration forte) augmentent l’avidité du stroma pour eau, 
au point de pouvoir amener en solution isotonique une hydra- 
tation du stroma correspondant a celle qu’opére la dilution du 
sang dans un égal volume d’eau distillée. 

Examinons de plus prés l’action d'un représentant des deux 
groupes. 

Une série de 20 petits tubes, contenant 1 c.c. d'une dilution 
au 1/10° de sang défibriné de lapin dans une solution 40,9 0/0 de 
chlorure sodique, sont soumis a Vaction de la force centrifuge, 
de fagon a tasser les globules dans le fond des tubes. On divise 
ceux-ci en deux lots et ’onajoute au premier lot des doses crois- 
santes d’eau distillée 0,50, 0,55, 0,60, 0,65 c.c. ete. en ayant 
soin d’agiter chaque tube immédiatement aprés, de facon a pro- 
duire un mélange rapide de l’eau et du sel. Pour l'autre série. 
on fait de méme avec une solution d’urée a 1 0/0. Au bout de 
quelques minutes, on soumet le tout a l’action de la force cen- 
trifuge, et lon détermine dans quels tubes s’est opérée lV hémo- 
lyse. Dans la série qui a recu l'eau pure, le début d’hémolyse 
est obtenu par l’addition de 0,95 c.c. de ce liquide. Ce qui 
signifie, dans notre hypothése, que dans une solution de NaCl a 
on = 0,46 0/0, le stroma est imbibé d’eau a un degré tel, qu'il 
cesse d’étre imperméable & ’hémoglobine. 
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Dans la série des tubes additionnés de la solution d’urée, la 
limite est exactement la méme. De sorte que la solution d’urée 
a agi identiquement comme |’eau pure. Le résultat est le méme, 
si au lieu d’une solution d’urée & 4 0/0, on en emploie une a 
10 0/0. Gependant dans ce dernier cas, le tube ayantrecu 0,90c.c. 
et méme celui auquel on a ajouté 0,85, c.c. de solution d’urée, 
peuvent présenter une légére teinte jaundtre, indiquant un 
début @altération globulaire. Et si l’on place les tubes a l’étuve, 
concurremment avec la série traitée par l’eau distillée, on peut 
constater aprés 2 heures que les différences s’accentuent. Tandis 
que la série &l'eau pure n’a pas varié, dans l’autre il s’est produit 
une accentuation de la teinte des tubes qui ont regu 0,85 et 
0,90 c.c. de solution durée. De sorte que si la différence d’action 
est minime et pratiquement négligeable, elle existe cependant. 

Une autre fagon de la mettre en évidence, c'est de com- 
parer l’action de solutions d’urée de diverses concentrations, faites 
au moyen d'une solution de chlorure sodique a 10 0/0, a celle 
de cette méme solution privée d’urée. Comme chacun le sait, 
celle-ci conserve parfaitement pendant plusieurs heures les glo- 
bules du sang des différents mammiféres sans leur causer de 
préjudice appréciable. 

Il n’en est pas de méme pour des solutions plus concentrées, 
de 15, 20, 30 0/0, dans lesquelles les hématies se détruisent 
rapidement. 

Si done dans du chlorure sodique a 10 0/0, on dissout de 
Vurée-a concurrence de 0,625 =, 1,25 2,5 38 .,100/0, 
on observe que ces différentes solutions dissolvent tous les 
globules qu’on leur ajoute. Si, au lieu d’une solution de chlo- 
rure sodique & 10 0/0, on en emploie une a5 0/0, on ne tui 
confére aucune propriété hémolytique par l’addition durée. 
L’urée abaisse donc la limite nocive du chlorure sodique. A 
priori, on peut se demander s’il ne s’agit pas ici d’un effet 
direct de Vurée sur l'état de dissociation électrolytique du 
chlorure sodique. Mais cela est assez peu probable, étant donne 
que des quantités aussi faibles que 0, 625 0/0 d’urée dans NaCl 
410 0/0 produisent déja la diffusion de Phémoglobine, alors que 
d’aprasles travaux d’Arrhenius, elles ne peuventpas avoir d’action 
sensible sur la dissociation du NaCl. Il est plus probable que l’urée 
produit son effet défavorable en augmentant légérement la per- 
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méabilité du stroma pour le chlorure sodique en solution concen- 
trée, partant pour l’eau. 

Il n’est done pas possible de parler d’une fagon absolue de 
substances dont la pénétration dans la paroi globulaire ne 
change en aucune maniére la perméabilité de celle-ci. Hedin 
avait montré que l’éther, V’alcool, l’acétone. inoffensives a doses 
faibles. le devenaient & doses fortes. Pour l’urée aussi, c’est af- 
faire de doses et de conditions d’expérience. 

Si donc on peut admettre pratiquement une division des 
substances pénétrantes en substances nocives et substances 
inactives, il est bon de faire cette réserve que, si petite 
que soit la modification apportée par le corps pénétrant, 
elle n’en existe pas moins, méme dans le cas des substances qui 
paraissent Je moins actives. Entre elles et les vrais poisons exis- 
tent toutes les transitions. 

Examinons maintenant |’effet de solutions diversement con- 
centrées de chlorure ammonique. 

Au méme sang de lapin dilué au 1/10° dans une solution de 
chlorure sodique a 1 6/0, ajoutons des doses croissantes d’une 
solution a 0,625 0/0 de chlorure ammonique. 

L’action destructive de ce sel demandant pour s’accomplir 
un temps plus long que celle de ’urée ou de l’eau, qui est ins- 
tantanée, laissons les tubes pendant 2 heures dans une étuve a 
37°. Aprés ce séjour, centrifugeons et déterminons la limite de 
globulolyse. Celle-ci est atteinte par l’adjonction de 0,60 c. ec. 
de notre solution. Pour des concentrations de 1,25, 2,50, 5 et 
10 0/0, elle tombera graduellement a 0,5, 0,4, 0,35 et 
0,20.c.5c. 

En fait, ces volumes moindres de chlorure ammonique cor- 
respondent a des poids plus considérables de ce sel; la quantité 
absolue ajoutée dans la premiére série étant de 0,00375 grammes 
et, respectivement, de 0,00625, 0,010, 0,0175 et 0,02 crammes 
de AmCl dans les suivantes. De sorte que l’imprégnation des 
globules va croissant d'une série a l’autre. On comprend dés 
lors que, si imbibition du stroma globulaire par le ¢hlorure 
ammonique augmente V’affinité de ce stroma pour l’eau, cette 
affinité ira croissant de la premiére série a la derniére. Elle 
augmentera detelle facon que, dans la premiére série, elle sera 
assez forte pour enlever une solution de chlorure sodique de 


4 
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n euler qu’a la solution de 0,46 0/0. Et dans les 2°, 3°, 4° 
et 5° séries, elle arrivera & des valeurs correspondant a des 


= 0,635 0/0 la méme quantité d’eau que le stroma normal 


4 : | , 4 
teneurs NaCl de = 0,66 — = 0,7 
urs en Na e 15 0.66 0/0, a= (ere Oy. 05 135 
4 
= 0,74 0/0, — = 0. ( 
/0, 2 1,83 0/0. 


Entre fee globules imprégnés de chlorure ammonique et le 
milieu extérieur, existe donc une compétition pour la posses- 
sion de l’eau, tout comme elle existait dans le cas des globules 
normaux. Mais l’avantage, dans cette lutte, se dessine progres- 
sivement au profit des stromas, a mesure de leur imprégnation 
croissante par le sel ammonique. 

Mais si, au lieu d’avantager la parvi globulaire, nous agis- 
sons en sens inverse, c’est-a-dire si nous augmentons l’affinité 
du milieu *xtérieur pour Veau, ce qui s’obtient aisément en lui 
ajoutant du sel marin, il faudra, si notre hypothése se vérifie, 
que nous arrivions a neutraliser l’action des solutions concen- 
trées de chlorure ammonique. C’est ce que l’expérience confirme 
d’une facgon absolue. 

Dans une série de petits tubes, on introduit 1 c. c. de solu- 
tions progressivement croissantes de chlorure sodique (solu- 
tions 0,4 N’, 0,2 N, 0,3 N, etc.). A tous, on ajoute 0,5 c. C. 
dune solution de chlorure ammonique a 10 0/0, puis 0,1 c¢. ¢ 
de sang défibriné de lapin. Aprés deux heures, il y a hémolyse 
dans les 3 premiers tubes, tandis que dans l’échantillon conte- 
nant la solution 0,4 N, il n’existe pas de traces de diffusion. Ce 
ee las 4.68 0/0 Ua 


qui veut dire qu'une concentration de - 
oO 


> 


chlorure sodique suffit pour s’opposer a Vaction hydratante 
0,5 < 10 


‘dune solution contenant = 3,3 0/0 de chlorure ammo- 


Sei baa 
nique. Dans l’expérience précédente, nous avions constate 
qu’une concentration de 0,83 0/0 de chlorure sodique équivalait 


0,02 s< 100 
a une teneur en chlorure ammonique de ie = 1,66 0/0. 


1. Par le signe N, j’entends désigner dans l’expose de ces résultats une solu- 
tion contenant, dans un litre de liquide, un poids de maticere dissoute, Corres= 
pondant au poids moléculaire de cette maticre exprimé en grammes. 


a Pig een ee Be Ne ee er = 


664 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


Il ne faudrait pas pousser trop loin ces concentrations crois- 
santes, ni donner aux chiffres une valeur trop absolue. La con- 
servation plus ou moins prolongée des globules, méme 4 la 
température de 0°, améne de légéres différences dans les résul- 
tats. 

D’autre part, les sels alcalins n’agissent plus, comme il a été 
dit plus haut, en solution concentrée, de la méme maniére que 
dans des solutions dont la teneur ne dépasse pas notablement 
celle des liquides organiques. Ce qu'il était important de faire 
ressortir, c’est linfluence antagoniste des sels pénétrants et 
non-pénétrants, constatation qui, @aprés les chiffres cités, se 
poursuit réguliérement dans des limites trés larges. 

Au lieu de chlorure sodique, on peut employer, a leffet de 
neutraliser laction du chlorure d’ammonium, d’autres sub- 
stances qui ne pénétrent pas la paroi globulaire. Et pour rendre 
les résultats comparables, il y a lieu d’employer de celles-ci des 
solutions équi-moléculaires. Si l’on voulait opérer les comparai- 
sons d’une facon absolument rigoureuse, il faudrait en outre 
tenir compte pour chacune d’elles de son coefficient isotonique 
établi par de Vries ou Hamburger. N'ayant pas eu en vue de 
déterminer des valeurs absolues, j’ai négligé d’opérer cette der- 
niére correction, qu'il serait d’ailleurs loisible de faire a poste- 
riori, si Vintérét s’en faisait sentir. 

Avec les doses citées plus haut et le méme échantillon de 
sang, jai obtenu pour le nitrate potassique, la neutralisation 
de Vinfluence du chlorure ammonique, pour une teneur de 
K N O;, correspondant & une concentration 0,3 N. Dans 
une solution de saccharose 0,1 N, il y avait une trés légére glo- 
bulolyse, n’existant plus dans les solutions 0,2 N, et 0,3 N, 
mais réapparaissant et augmentant dans les concentrations 
0,4.N, et 0,5N, fait trés intéressant, sur lequel j’aurai l’occasion 
de revenir. 

Les sels des métaux alcalino-terreux s’opposaient a laction 
du chlorure ammonique, méme dans leurs solutions 0,1 N. Il 
est malheureusement difficile d’élucider la signification de cette 
action immunisante remarquable, étant donnée Vignorance, od 
nous a laissés Hedin, de ce qui touche le degré de perméabilité 
du stroma globulaire des mammiféres aux sels de ces métaux. 

Le tableau suivant met en regard ces différents résultats : 
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Dans chaque tube : 

1 c.c. de solution saline, 0,5 c.c. de chlorure ammonique a 
10 °/o, 0,1 c.c. de sang défibriné de lapin. 

2 heures d’étuve a 37°. 


eee 


TITRE DES 

NaCl KNO; BaCly Ca(C,0H3)2 | MgSOy | C,.H920,, 

SOLUTIONS Bag he 
0.5 N rien rien rien |glob. faible 
0.4N rien rien rien rien rien |gl.tr. faible 

0.3 N_ |glob. faible rien rien rien rien rien 

0.2 N_ |glob. faible} glob. mo- rien rien Prien rien 

dérée 

0.4 N_ |glob. forte|glob. forte rien rien rien |gl.tr. faible 


On pourrait objecter a ces essais, l’action réciproque du chlo- 
rure ammonique sur les sels dout Vion électro-négatif est dif- 
férent de Cl, aboutissant a la transformation partielle du chlo- 
rure ammonique en un autre sel d’ammonium. Cette double 
décomposition ne pouvait avoir de conséquences trés marquées 
que pour le sulfate magnésique, dont lion électro-négatif ne 
pénétre pas les globules rouges. Si j’ai néanmoins cité les résul- 
tats obtenus avec ce sel, c’est avant tout pour permettre leur 
confrontation ultérieure avec ceux obtenus dans des expérien- 
ces, ou lagent hémolytique employé est autre que le chlo- 
rure ammonique. 

Il n’a été question jusqu’ici de ’hémolyse qu’au point de vue 
des conditions qui réglent le début du phénoméne, c’est-a-dire 
la diffusion de Vhémoglobine, le stroma restant comme résidu. 
Or cet état ne correspond, pour un grand nombre d’agents d’hé- 
molyse, qu’é un commencement d’action, celle-ci pouvant se 
transformer ultérieurement en une dissolution totale de tous les 
constituants de Vhématie. En opérant cette dissolution, les 
agents hémolytiques vont plus loin que l’eau pure, qui, elle, ne 
parvient a opérer que le premier terme du phénoméne. Il a été 
dit plus haut que la force qui s’oppose dans ces conditions a la 
dissolution totale, c’est l’attraction des molécules du stroma 
entre elles, plus forte que celle de ces mémes molécules pour 
Peau qui les entoure. Or, si lon admet que l’imbibition du 
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stroma par les agents hémolytiques a pour conséquence d’aug- 
menter son affinité pour l’eau, il devient trés compréhensible 
que, pour une teneur donnée du liquide en substance hémolyti- 
que, l'affinité des molécules du stroma pour l’eau soit augmen- 
tée au point de les détacher de leurs congéneéres, ce qui amé- 
nera la dissolution du complexe. 

A ce point de vue, il est trés intéressant d’étudier l’action de 
la bile, Araison de la grande puissance hémolytique de ce liquide. 
Si l’on ajoute de la bile de boeuf par doses croissantes 4 du sang 
de lapin dilué au 1/10, on peut obtenir tous les degrés du phé- 
noméne: débutant par la diffusion légére, incompléte ; se pour- 
suivant dans la diffusion intégrale avec résidu de stromas encore 
compact; puis éclaircissement de ce dernier, qui devient léger, 
floconneux et finit par disparaitre. 

Comme on le sait, l’action hémolytigue de la bile dépend 
des sels de sodium des acides biliaires. C’est un fait assez 
éltrange a\premiére vue que cette globulolyse si intense sous 
influence des sels de sodium. En effet, les auteurs qui ont étudié 
les rapports de sels des métaux alcalins fixes avec les globules 
rouges, ont été unanimes a déclarer la paroi globulaire impéné- 
trable ou trés peu pénétrable pour eux, fait qu’ils attribuaient 
aux propriétés non-pénétrantes des ions K* et Na+. D’aprés cette 
hypothése, quis’accorde d’ailleurs bien avec la plupart des faits 
connus, l’action des solutions de sels biliaires devrait étre rap- 
portée, non aux ions provenant de la dissociation électrolytique 
des sels biliaires, mais aux molécules neutres, non dissociées, 
pour lesquelles les propriétés de lion Na* n’interviennent pas. Si 
j attire Pattention sur cette apparente exception aux observations 
de Gryns, Hedin, Koeppe, c’est que, étudiant influence qu’exer- 
cent les solutions salines sur la globulolyse opérée par la bile, 
je suis arrivé a des résultats assez imprévus, dont la compréhen- 
sion pourrait étre facilitée par les considérations précitées. 

Ayant ajouté des globules de sang de lapin, de chien, de 
cheval a des solutions 0,1 N., 0.2 N., 0,3 N., ete. de NaCl, puis 
ayant déterminé la quantité de bile qu'il fallait ajouter a ces 
différents liquides pour provoquer un début d’hémolyse, je 
trouvai que plus la concentration saline est forte, moins il faut 
de bile: résultat absolument opposé a ce que j’avais constaté 
lors de l'étude des propriétés dissolvantes du chlorure ammo- 


erind ee 


na 
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nique. Le résultat était tout aussi net, si, au lieu de NaCl, j’em- 
ployais du KNO,. Il devenait d’une intensité frappante dans 
des solutions de chlorure de baryum, acétate de calcium, sulfate 
de magnésium. Au contraire, il n’existait qua l’état d’ébauche 
dans des solutions de saccharose. 

Dans le tableau suivant sont figurés les résultats d’une expé- 
rience. 

Dans chaque tube : 

2,5 c.c. de solution saline, 0,05 c.c. de bile de boeuf, 
0,25 c.c. de sang de lapin. 2 heures & la température ordinaire. 


TITRE DES 
NaCl KNO, BaCly Ca(CyOoH3)o | MgSO, | Cy2Ho904, 
SOLUTIONS 
ee pence SES Peon eeone 
Dissolu- 
Globulo- Globulo- Dissolution] tion Ue ecean de 
0.5 N_ |lyse forte,jlyse forte, un peu tar-| médiate | oiobulo- |} 
tardive, tardive, dive,sansré-jet com- mT a6 
Navec résidulavecrésidu sidu. plete Jey 
sans résidu 
Dissolu- 
tion immé- 
0.4 N — diate et — = Rien 
compléte 
sansresidu 
0.3 N — — = — os == 
Dissolution Dissolu- 
AMREKGON CIO spy set un peu fion un 
0.2N /globulo- eee retardée, = peu re- = 
lyse. ue ‘|Pas de ré- tardée. 
sidu. Pas de 
: ; résidu, 
Oma IN Rien Rien _ Résidu faible — == 


Il ressort de ’expérience trois constatations importantes : 

oA égalité de concentration moléculaire, ’hémolyse par labile 
se fait beaucoup plus facilement dans les solutions des sels des 
métaux alcalino-terreux que dans celles des métaux alcalins ; 

2° La dissolution pour toutes les liqueurs salines est d’autant 
plus facile que la concentration est plus forte ; 

3° Les solutions sucrées se comportent comme les solutions 
salines, mais avec une intensité d’aclion incomparablement plus 
faible. 

Il faut ajouter les observations suivantes. Ayant déter- 
miné la limite de globulolyse dans une émulsion de globules de 
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lapin, faite dans une solution de NaCl a 0,9 0/0 et dans une 
autre émulsion de méme valeur ot le liquide était une solution 
sucrée isotonique, j’ai trouvé que l’action de la bile était un 
peu plus intense dans l’émulsion sucrée. Done, atitre isotonique, 


le sucre ne protége pas les globules contre l’action de la bile. © 


D’autre part, ayant ajouté Adu sang, dilué dans de l’eau salée 
a 0,9 0/0, le maximum de bile qu'elle put contenir, sans qu'il y 
ett de globulolyse, ayant centrifugé, lavé les globules une fois 
et les ayant placés dans une solution de chlorure baryltique de 
concentration 0,3 N, je n’ai pas observé la moindre altération 
elobulaire. Cevi exclut toute action détériorante séparée des sels 
biliaires et des sels barytiques sur les globules. 

Il faut donc admettre plutdt une action directe des sels mi- 
néraux et organiques sur les sels biliaires, au moment méme 
oul ceux-ci agissent. 

Or, on sait en chimie que: 1° l’adjonction, & une solu- 
tion d’un sel dissocié, d’une substance également dissociée, 
ayant un ion commun avec le sel, produit une diminution de 
la dissociation de celui-ci; 

2° D’une facgon générale, les sels des métaux alcalino-terreux 
sont dissociés & un degré moindre que les sels correspondants 
des métaux alcalins; 

3° Les non-électrolytes (sucre) ajoutés en forte quantité 
(la solution 0,5 N de sucre contient 17, 0/0 de cette substance) a 
une solution d’un élément dissocié diminuent généralement la 
dissociation de celui-ci. 

L’application de ces principes a Vexplication des observa- 
tions tendrait done a faire comprendre l’action favorisante de 
ces différents agents sur l’hémolyse par les sels biliaires dans 
le sens indiqué plus haut. Ils augmenteraient le nombre des 


molécules neutres aux dépens des molécules dissociées ; molé- 


cules neutres qui, d’aprés les travaux des physiologistes, pour- 
raient seules pénétrer, quand |’élément métallique qu’elle con- 
tiennent est alcalin (fixe) ou alcalino-terreux. 

De sorte que, si notre interprétation des phénoménes est 
exacte, on pourra dire qu’ici encore, comme ce fut le cas pour 
toutes les exceptions apparentes a la théorie osmotique, les 
faits & premiére vue les plus inconciliables avec cette théorie 
finissent cependant par y trouver leur place et leur signification. 
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Aprés cet examen du mécanisme de la globulolyse par les 
agents de nature chimique bien déterminée, il est intéressant 
d’étudier par les mémes méthodes et avec les connaissances 
acquises jusqu’ici, si la dissolution globulaire opérée par les 
alexines est attribuable & des causes analogues. 


GLOBULOLYSE PAR LES SERUMS. 


A. SERUMS HEMOLYTIQUES NORMAUX. 


Buchner, qui a étudié le premier avec soin les propriétés 
bactéricides et globulicides des sérums, reconnait qu’il faut les 
attribuer a des substances qu’une température de 55° détruit faci- 


lement et qui ne diffusent pas au travers du parchemin. IL. 


montre en outre, en ce qui concerne les bactériolysines, que 
leur action ne se développe qu’en un milieu suffisamment riche 
en sels. Ce sont 1a les principaux caractéres de ces corps mys- 
térieux, auxquels il donna le nom d’alexines . 

Pour expliquer cette action nocive qu’opérent les alexines, 
tant sur les cellules rouges que sur les germes microbiens, 
Buchner admet qu’elles sont de nature enzymatique. Pour lui 
les alexines sont des enzymes protéolytiques, qui exercent une 
action dissolvante sur certains éléments structurés, dont les 
matériaux constituants sont des albuminoides. Buchner admet 
aussi que les alexines protéolytiques sont d’origine leucocy- 
taire. 

Ces idées du savant de Munich obtinrent un grand succés 
dans le monde des bactériologistes. Elles permettaient de ratta- 
cher les qualités microbicides des scrums a Ja grande théorie 
de la phagocytose, et il sembla tout naturel que les phagocytes, 
ces cellules spécialement vouées 4 la digestion de tous les déchets 
organiques et des corps étrangers qui pénétrent dans les tissus, 
pussent laisser échapper dans le sérum une partie des ferments 
digestifs dont on les suppose doués. 

Cependant avant d’admettre par analogie ces hypothéses, si 
séduisantes qu’elles puissent étre, il est prudent d’examiner si 
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les conditions du phénoméne répondent bien a leurs exigences, 
et si d’autre part d’autres considérations ne rendent pas aussi 
bien compte des faits. La grande multiplicité de ces alexines, le 
fait qu’elles différent d’un animal a l'autre, comme le montrent 
de récentes recherches de Bordet (4); que, d’autre part, leur 
action est ordinairement trés limitée, se produisant sur telles 
hématies a l’exclusion d’autres; tous ces motifs réunis déta- 
chent l’esprit d’une conception enzymatique de ces substances. 
Les ferments solubles connus ne présentent jamais une spé- 
cialisation d’action aussi marquée, et on ne les trouve pas non 
plus en une abondance aussi inquiétante. 

D’autre part, comme je l’ai fait ressortir dans un précédent 
article, toute action fermentative se caraclérise par ses produits.. 
Quels sont ceux de l’action de l’alexine sur les globules? De 
Vhémoglobine et un stroma, c’est-a-dire deux substances qui 
étaient déja libres de toute union entre elles a Vintérieur du 
globule, et dont la séparation est de nature purement physique, 
sans qu il y intervienne la moindre hydrolyse chimique. 

A la vérité, le stroma peut étre ultérieurement dissous, si 
| la quantité de sérum actif est suffisante. Mais tous les agents 
S hémolytiques chimiques, l’urée comprise, operent cette dissolu- 
tion. Et certains, comme la bile, se montrent aussi actifs a cet 
égard que les sérums les plus meurtriers. Cet acte de dissolu- 
tion, considéré en lui-méme, ne _ signifie donc rien, et il n’ac- 
querrait quelque signification, au point de vue de la thése de 
Buchner, que s'il s’'accompagnait d’une peptonisation de ce 
r stroma. C’est ce gue personne n’a vérifié jusquwici, & ma con- 
naissance. 

; L’observation est facile a faire. Voici comment j’ai opéré: 
On recueille aseptiquement le sérum du caillot d’un animal, 
le chien par exemple, dont le sérum est actif vis-A-vis des glo- 
; bules d’un autre animal (le lapin), dont on recueille et défibrine 
également aseptiquement le sang. Puis on mélange les deux 
i liquides dans la proportion de une partie du sang pour 10 par- 
; ties de sérum, Dans ce rapport, la globulolyse est totale. 
f Dans certains cas, le mélange a é1é introduit en tubes scellés, 
‘ dans d’autres, dans des tubes ou ballons bouchés simplement 
: par un tampon de ouate. Les mélanges furent conservés a l’étuve 
37° pendant 24 ou 48 heures, 8 ou 15 jours. Avant d’examiner 
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leur contenu on s’assure de leur stérilité. Dans les différents réci- 
pients, le globulolyse se fait rapidement, et si l’on agite fré- 
quemment le. mélange, on arrive & provoquer une dissolution 
presque complete des stromas, 

Si le liquide n’a été conservé que 1 ou 2 jours a V’étuve, 
il est rouge sombre, sa coloration étant due a un mélange 
d’hémoglobines réduite et oxygénée. Si la conservation a été 
longue, Ja coloration devient brunatre (méme en tube scellé, 
moins cependant) et on peut constater au spectroscope que ce 
changement de teinte est due 4 une transformation de la matiére 
colorante du sang en methémoglobine (methémoglobine que 
l'on peut aisément retransformer en hémoglobine réduite par la 
putréfaction @ labri de lair). Cette transformation est partielle 
dans les tubes scellés, et il est probable qu’elle s’y limite. Dans 
les tubes communiquant avec l’air extérieur, elle se propage de 
la surface vers la profondeur, ce qui indique qu'elle se fait sous 
Vinfluence de lair extérieur et non de substances contenue: 
dans le sérum. 

Or, cette methémoglobinisation est la seule transformation 
que subit V’hémoglobine dans le sérum actif. Et pourtant 
Vhémoglobine est une substance albuminoide que l’on devrait 
s attendre a voir attaquer par un ferment protéolytique. Il n’y a pas 
de trace d’une telle action. C’estce qu’on constate facilement sur 
des sérums d’animaux variés, conservés aseptiquement depuis 
des mois, et, qui lors deleur obtention, se teintent quelquefois 
legérement par un peu de matiére colorante du sang. Ces sérums 
brunissent ala longue mais ne se décolorent pas, et spectroscopi- 
quement, on y retrouve habituellement un mélange d’oxyhémo- 
elobine et de methémoglobine. 

Une premiére constatation, c’est done que les alexines ne 
digerent pas Vhémoglobine. Peptonisent-elles les stromas? Pour 
élucider ce point, j’ajoute auliquide sanglant 4 fois son volume 
de solution physiologique, et assez d’acide acétique pour avoir 
une trés légére réaction acide au tournesol, puis je chauffe le 
mélange a 110° & Vautoclave, en arrétant la chauffe dés que 
cette température est atteinte*, Apres refroidissement, on filtre 


4. Quand il s’agit de liquide fortement albuminenx, la température du bain- 
marie est souvent insuffisante pour amener une coagulation totale des albumi- 
noides coagulables. Il faut éviter d’autre part une chauffe trop-longue a Pauto- 
clave, qui pourrait amener par clle-méme un début de peptonisation, 


al 
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eton examine par les méthodes habituelles si le filtrat donne les 
réactions des substances protéiques. Or je dirai de suite quil 
n’en contient pas ou tout au plus des traces tellement minimes 
que le mélange avec plusieurs volumes d’alcool absolu ne donne 
qu'une opalescence a peine visible, et qu’au polarimétre, au tube 
de 10 centimetres, il n’y a pas de déviation constatable. D’ail- 
leurs on trouve ces traces également aprés la coagulation d’un 
sérum inactivé par chauffage a 56° et additionné de globules, 
malgré qu'il n’y ait pas eu la moindre globulolyse. Elles pro- 
viennent probablement d’un déficit (extrémement réduit) lors de 
la coagulation. 

On est donc en droit de conclure, de fagon certaine, que les 
alexines ne déploient pas la moindre activité peptonisante vis-a-vis des 
albuwminoides du globule. 

I] était peut-étre superflu d’étudier également a ce point de 
vue un sérum actif, c’est-a-dire provenant d’un animal traité 
par des injections de sang étranger. J’ai néanmoins fait cet 
examen en employant des mélanges de sang de lapin et de 
sérum de cobaye, vacciné au moyen de sang de lapin. On 
peut employer ici des mélanges beaucoup plus riches en 
globules. Les doses employées étaient également suffi- 
santes pour produire une dissolution globulaire compléte 
ou presque complete. Encore ici, le résultat fut complétement 
négatif. 

En présence de ces constatations, il est clair qu’il faut rejeter 
toute explication enzymatique de Iaction globulicide des 
alexines. Dés lors, il est plus indiqué que jamais de comparer 
leur action a celle des agents chimiques d’hémolyse. 

Et l'un des meilleurs moyens a cet effet, c’est d’étudier 
Vaction des sels métalliques en concentrations croissantes. Mes 
observations ont porté sur l’action du chlorure sodique, iodure 
potassique, nitrate potassique, chlorure barytique, acétate cal- 
cique, sulfate magnésique et saccharose. 

Les sérums examinés furent ceux de bceuf, de chien et de 
lapin dans leur action sur du sang de lapin, de cheval, de beuf, 
de poule. Habituellement, au lieu de sang j’employai des émul- 
sions globulaires, de facgon a éliminer les albuminoides du 
serum. Voici quelques tableaux d’expérience. 
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Dans chaque tube : 


1 c.c. de solution, 1 c.c. de sérum de chien, 0,2 c.c. d’une 
émulsion de globules de coq. — 1 heure a 37°. 


g-spot geenseeneneiices-aieeeenieneeeneenees ieeeenmerenntnn=nsbamanemmeen—enen immmmemiammamsmeiedeme tee oe eee eee eee 


TITRE ; * 

NaCl KI KNO; BaCly 
DES SOLUTIONS z 

0.8 N rien 

0.7 N = 

0.6 N traces 

0.5 N globulolyse faible rien rien 

0.4.N globul. moyenne — traces rien 

0.3 N — traces de glob.| glob. faible — 

0.2 N globnlol, intense | glob, faible | globul. forte _ 

0.4.N — globul. forte — - 


II 


Dans chaque tube: 
5.c.c. de solution saline, 1 c.c. de sérum de chien, 0,5 c.c. 
de bouillie globulaire lavée de cheval. — 2 heures 1/2 a 37°. 


TITRE 
NaCl KNO, BaCl, 
DES. SOLUTIONS 
0.5 N globul. faible rien 
0.4 N globul. forte — rien 
0.3 N —_ globul. forte 2 
0.2 .N — = Eis 


* En ce qui concerne la chlorure de baryum, il est bon de ne pas dépasser des 
concentrations de 0,4 N, parce que ce sel a plus fortes doses agit par lui-meme 
d’une fagon novice sur les globules, si le contact est prolongé. 
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til 


- Dans chaque tube : 


I c.c. de solution saline, 0,25 c.c. sérum lapin, 0,10 c.c. 


éniulsion de globules de cheval. — 2 heures 4 37°. 


eee 


TITRE 


DES SOLUTIONS 
| 


NaCl 


rien 
globul. forte 


rien 


ngs Jee 
. - 4 — 


ree 


Ly 


Dans chaque tube : / 
1 c.c. de solution saline, 0,3 c.c. sérum de chien, 0,4 c.c. 
émulsion de globules de boeuf. —2heures a 37°. = 


IS SS ES SE ERO SET EE SI, 


TITRE 
NaCl KNO, BaCly 
DES) SOLUTIONS 

OSaE Ni rien rien ») 

O.4N = — rien 
0.3.N ee we oe 
y: 0.2 N glob. faible — = 
a 
§ O.1N globul. forte | globul. forte ee 
Se . 
S, V 


Dans chaque tube : ae 
1 c.c. solution saline, 0,2 e.c. sérum de chien, Od: Gre. 
émulsion de globules de cheval. — 1 heute 1/2 a 37°. 
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i} 


TITRE DES 


NaCl KNO, BaCl, Ca(C305Hy), | MgSO* | Saccharose 
SOLUTIONS 
a SS 
0.5 rien rien » rien rien Globulolyse forte 
0.4 glob. faible rien rien — = — 


0.3 glob. forte] traces _ — = = 


0.2 _ glob. forte = = aed ae 


VI 


Chaque tube contient : 
le.c. de liquide, 0,2 c.c. de sérum de boeuf, 0,1 ¢.c. sang 
de chien. — 2 heures a 37°, 


TITRE DES 
NaCl KNO3 BaCl, Ca(C,0,H3)2 Mgsot Saccharose. 
| SOLUTIONS ! 
0.5 N |glob.faible/ glob. faible rien rien Glob. forte) 
dans les 5 tu- 
0.4.N traces |glob. forte} rien -- — bes; lerésidu 
globulaire 
OroN —~ — — — = allant dimi- 
nuant & me 
See DEON — dis. compl. — a2 — sure que la 
| concentration 
p04 N rien = = = — augmente. 


De l’examen de ces protocoles d’expériences, faites avee des 
sérums et des globules dorigines diverses, ressortent des cons- 
tatations d’ is général : 

1° Les sels es métaux alcalins (fixes) s’ opposenta la aha: 
lolyse par les sérums actifs d’autant plus qu’ils sovt plus con- 
centrés ; 

2° De facon générale, le nitrate potassique est plus actif que 
le chlorure sodique. Il u’y a d’exception que dans l’expévience 
relatée au tableau VI, etchose remarquable, les concentrations 
fortes de chlorure sodique agissent dans ce dernier cas inverse- 
ment a la loi générale ; 
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3° Les sels des métaux alcalino-terreux s’opposent en toute 
concentration a l’action des alexines; 

4° Le saccharose agit dans certains cas (Exp. VI.) en favo- 
risant la globulolyse pour une plus forte concentration. Dans 
d’autres cas (Exp. V.), Jes differences de concentration n’ont pas 
influence marquée. 

Si lon rapproche ces résultats de ceux qui ont été obtenus 
au moyen du chlorure ammonique, on est étonné de leur 
grande ressemblance, presque de leur identité. L’action du 
saccharose, des sels des métaux alcalins est la méme, la pro- 
priété neutralisante si énergique des sels des métaux alcalino- 
terreux est tout aussi prononcée. 

On est donc bien en droit de vouloir rapporter cette ressem- 
blance frappante de l’action antagoniste des sels vis-a-vis des 
deux genres dhémolyse, a une identité dans l’essence de ces 
phénoménes. Les alexines agiraient donc comme le chlorure am- 
monique et probablement tous les agents globulolytiques chimiques, 
en augmentant dune facon notable Vaffiuté pour Veau, de la parot 
globulaire qwelles imprégnent. 

Des partisans tenaces d'une théorie protéolytique de lhé- 
molyse par les alexines, pourraient objecter que les études faites 
sur la fermentation pepsique ont également montré le role 
empéchant que des concentrations fortes de sels alcalins excer- 
cent vis-a-vis de celle-ci, et que dés lors les constatations pré- 
cédentes ne plaident pas contre la nature diastasique des alexi- 
nes. Il serait plus logique de retourner le rapprochement et 
de demander si ce n’est pas par un mécanisme analogue a celui que 
nous avons étudié, que les sels agissent aussi sur les phéno- 
ménes de vraie digestion. 

On mesure en effet celle-ci par la rapidité que met a se dis- 
soudre un fragment coagulé de blanc d’@uf ou_un flocon de 
fibrine dansun liquide digestif. Or les recherches de Hasebroek(8) 
pour la fermentation pepsique, de Hermann (9) pour la fermenta- 
tion trypsique ont démontré que le premier acte de ces phéno- 
ménes est une pure dissolution des albuminoides coagulés, 
sans transformation chimique. Des lors il n’est pas étonnant de 
voir se répéter pour eux ce qui se passe dans I‘hémolyse. Et 
il serait au contraire trés intéressant de reprendre leur étude 
d’aprés les principes qui ont guidé ces recherches. 
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On a également avancé en fayeur de la nature diastasique 
des alexines Vinfluence tres marquée de la température sur 
lhémolyse qu’elles provoquent. En'ce qui concerne l’influence 
favorisante dune température de 37°, il y a lieu de faireremarquer 
qu'elle n’est pas limitée aux alexines, mais s’exerce aussi sur la 
dissolution globulaire opérée par le chlorure ammonique et pro- 
bablement aussi par d’autres agents chimiques. II est clair, 
d’autre part, que le chauffage & 56° n’arrivera pas 4 dépouiller 
ces derniers de leur propriété hémolytique, tandis qu’il enlave 
toute activité aux alexines. Mais cette constatation ne prouve 
nullement la nature diastasique de ces substances, puisque le 
fibrinogéne, qui n’est certainement pas une enzyme, est coagulé 
a cette méme température. 

Mais, pourrait-on dire, 4 0° ’hémolyse par les alexines est 
totalement supprimée, comme le sont d’ailleurs toutes les fer- 
mentations, tandis que rien de pareil n’a été signalé au sujet de 
VPhémolyse chimique. Cette différence est réelle. J’ai pu voir en 
effet que la température de la glace fondante ne s’opposait nul- 
lement a l’action dissolvante de l’éther, du chloroforme, des 
acides biliaires, de la glycérine, bref des agents chimiques les 
plus divers, 4 pénétration rapide ou lente. Elle n’est cependant 
pas absolue : il est au moins un agent incontestablement chi- 
mique, dont les solutions sontrendues complétement inoffensives 
par Ja température de 0°. 

Et cet agent c’est le méme chlorure ammonique, qui nous a 
déja montré tant de ressemblances d’action avec les alexines. 

Dans une solution de 10°/, de ce sel, refroidie a 0°, versons 
quelques gouttes de sang de lapin, de chien, de cheval. Si nous 
retirons les tubes de la glace aprés 12 ou 24 heures, nous consta- 
tons que les globules ont sédimenté dans un liquide incolore tout 
comme dans du sérum. (Les globules du boeuf semblent y 
subir une trés légére altération.) H suffit de retirer ces tubes 
refroidis, de les placer & 37° pour constater au bout de peu de 
minutes une dissolution totale des hématies. 

Au sujet de la nature de cette inactivité, ily a peu de chose 
a dire; ’hypothése la plus vraisemblable, c’est qu’a 0°, il y a 
impénétrabilité de la paroi globulaire pour les alexines et le 
chlorure ammonique. 

Avant d’avoir reconnu cette intéressanle analogie des solu- 
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Lions de ce sel avec les alexines, j’avais pensé qu'il fallait peut- 
étre attribuer linaction des sérums & 0° a une diminution de 
solubilité des alexines A cette température. Comme on le sait 
par les travaux de Wooldridge (5), le plasma de peptone contient 
une substance qui joue un rdle dans la coagulation du sang et 
qui se précipite a 0°. Wright (6) a obtenu le méme précipité par le 
refroidissement du plasma oxalaté de chien, et moi-méme j'ai pu 
constater que du sérum de chien, maintenu longtemps a 0°, se 
trouble également, avec formation lente de flocons légers qui se 
redissolvent par V’élévation de température. Dans lidée de 
Pekelharing (7), lasubstance obtenuedu plasmaserait le fibrin-fer- 
ment, dont on admet généralement lVorigine leucocytaire. C’é- 
taient l4 des motifs suffisants pour encourager une recherche 
dans ce sens. Du plasmade chien peptoné ayant été refroidi et 
le précipité s’étant ormé, on divisale liquide par décantation 
en deux portions, l'une formant environ les 7/8 du liquide total, 
absolument limpide, le 1/8 restant contenant la totalité du pré- 
cipité, Aprés un court chauffage & 37°, celui-ci se dissolvait 
presque intégralement. Ayant mesuré alors la valeur hémoly- 
tique des deux liquides par la méthode exposée dans un travail 
précédent, je la trouvai identique. Ce résultat n’a d’intérét qu’en 
ce quil est une preuve de plus, ajoutée a celles produites déja 
par Buchner (3), que fibrin-ferment et alexines sont des substan- 
ces totalement distinctes, 

La conclusion de cette série de recherches peut se résumer 
ainsi : 

Les alexines sont dépourvues de toute action peptonisante 
sur les albuminoides constitutifs des globules rouges. 

Elles se caractérisent par leur propriété de pénétrer, d’imbi- 
ber la paroi globulaire des hématies de certains animaux, péné- 
tration qui est suspendue 4 une température de 0°, L’imprégna- 
tion du stroma a pour conséquence une augmentation de son 
affinité pour Peau, ce qui lui permet d’enlever cette eau méme 
a des solutions isotoniques avec le sérum sanguin. Par suite 
de ’hydratation élevée de la membrane globulaire, Uhémoglo- 
bine parvient a la pénétrer et diffuse a lextérieur. 

Avant de terminer cette étudedu mode d’action des aJexines, 
je dirai encore que si l'on étudie la dose minima, qui provoque 
un début d’hémolyse dans une série de dilutions sanguines, on 
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obtient invariablement dans les émulsions riches une limite 
légérement inférieure a celle des émulsions pauvres. 

L’expérience se fait de la facon suivante : On recueille le 
serum d'une partie du sang & examiner, qui doit étre trés frais: 
Et Von pratique des dilutions de 1/2, 1/3, 1/5, 1/10, de ce sang 
dans son sérum. Des volumes égaux de ces émulsions contien- 
nent des masses globulaires qui sont dans le rapport de 2, 3, 5, 
10. Simaintenant on répartit ces émulsions dans plusieurs séries 
de tubes, et qu’on détermine dans chaque série quelle est la 
quantité minima de sérum actif qu’il faut ajouter & un volume 
constant de chaque émulsion pour produire un début d’hémo- 
lyse, on constate qu'il faut un peu moins de sérum dans les 
tubes contenant plus de globules que dans les autres. fa 
différence est dailleurs extrémement faible d’une série al’ autre, 
quelquefois & peine appréciable. Mais yuand elle existe, c’est 
toujours dans le sens indiqué, 

J'ai obtenu absolument le méme résultat en employant divers 
agents chimiques, tels que la bile, le chlorure ammonique & 
10 0/0, éther (ajouté directement au sang aprés avoir centrifugé 
celui-ci), l’acétone. C’est une analogie d’action de plus entre 
les alexines et les agents chimiques de globulolyse. 

La constatation a son importance, en ce qu'elle nous montre 
W’autre part que, sous ce rapport, comme sous beaucoup 
d’autres, les alexines se dillérencient compléltement des sub- 
stances actives que l’on produit par la vaccination. Tandis que 
les antitoxines, lesantiferments, lesagglutinines spécifiques(10) et 
probablement aussi les anticorps s’unissent suivant des propor- 
tions assez nettement définies avec les éléments qui leur corres- 
pondent, de sorte que, plus ily a de cet élément, plus il faut 
de sérum actif pour arriver a un élat déterminé de neutralisation, 
il n’en est rien pour les alexines. A 

Toute cette étude s'est rapportée jusqu’ici a Vaction des 
sérums normaux, dont l’activité réside entiérement. dans leur 
teneur en alexines. Peut-on étendre les données acquises dans 
leur étude aux sérums hémolytiques obtenus par la vaccination ? 


et 
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B. SERUMS HEMOLYTIQUES OBTENUS PAR VACCINATION. 


Il semble que la réponse 4 cette question peut-étre franche- 
ment affirmative. Grace aux belles recherches de Bordet, auquel 
nous devons la question méme des sérums hémolytiques, obtenus 
par vaccination, ainsi que la presque totalité de nos connais- 
sances a leur sujet, l'étude de leurs constituants actifs est assez 
avancée. pour permettre dés maintenant une idée suffisante 
de leur mode daction. 

D’aprés Bordet, un sérum obtenu par injection de sang étran- 
eer possede, outre son alexine normale, un élément nouveau 
spécifique, la sensibilisatrice ouanticorps, créé par la vaccination. 
C’estal’action combinée de ces deux éléments qu’est due action 
meurtriére du sérum. L’anticorps renforce dans des proportions 
notables l’action de Valexine normale sur les globules du sang 
qui a servi lors de Ja vaccination. Cette interprétation des faits 
a été acceptée et confirmée par tous les auteurs qui se sont occu- 
pés de la question aprés Bordet. 

Ehrlich et Morgenroth (11) ont montré ensuite que l’anticorps 
était réellement fixé sur le globule, cette fixation étant stable, 
résistant aux lavages ultérieurs du globule. De plus, ces auteurs 
ont apporté une nouvelle preuve de la dualité des substances 
actives du sérum en montrant que du sang a 0° fixe seulement 
Panticorps et non l’alexine, tandis que la fixation est double 
a 37°. 

Bordet a poussé l’analyse plus loin (4). Etudiant le sérum de 
cobayes, qui ont regu du sang de lapin, il a constaté d’abord que 
la fixation de l’anticorps actif se faisait tout aussi facilement par 
les stromas globulaires incolores de lapin, que par les globules 
intacts de cel animal. Et ces stromas ainsi imprégnés, fixaient 
lalexine du cobaye, ce qu’ils ne faisaient pas avant. C’est-a-dire 
que toutes les propriétés des globules se retrouvaient dans leurs 
stromas. D’autre part, injection de ces stromas décolorés a des 
cobayes rendait leur sérum hémolytique, tandis que l’injection 
de ’hémoglobine du lapin n’amenait aucun résultat. 

J'ai répété ces expériences, et j’ai pu les confirmer dans 
leurs données essentielles. Seulement, au lieu de me contenter 
d'une injection, j’en ai fait trois, distancées de huit jours entre 
elles. A deux cobayes, j’ai injecté les globules de 5 c. c. de 
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sang de lapin, 4 deux autres l’hémoglobine de 10 c. c. de sang, 
et aux deux derniers les stromas blancs des 10 c. c. Un de ces 
derniers est mort de cause inconnue. Les injections se faisaient 
pour les six animaux, le méme jour, avec le méme sang: la sai- 
gnée fut opérée 8 jours aprés la derniére vaccination. Les 5 sé- 
rums étaient actifs au point de vue hémolytique et agglutinant. 
Des 5, le plus actif dans son action globulicide était celui de 
Vanimal qui avait recu les stromas. Puis venaient les sérums 
des cobayes injectés de globules, et enfin ceux des animaux 
auxquels avaient été administrée ’hémoglobine, 

Bien que le stroma ne constitue qu'une part infime du 
résidu sec des globules des mammiféres, «était Vinjection de 
ces stromas qui avait done abouti 4 donner le sérum le plus 
actif. Je m’explique le faible degré de propriétés actives chez les 
cobayes injectés d’hémoglobine, par la dissolution, d’ailleurs 
constatée depuis longtemps, d’une partie du stroma dans la 
liqueur rouge; fraction trop faible pour faire sentir son 
effet aprés une injection (expérience de Bordet), mais suffi- 
sante pour agir quand l’administration en est répétée. 

Comme ila été dit plus haut, Bordet avait démontré, d’autre 
part, qu’au stroma revient également la propriété de fixer 
Vanticorps. On aurait pu objecter 4 linterprétation de cette 
constatation (que je puis confirmer), que |’état de cohésion, de 
structure intime du stroma pouvait avoir été modifié de telle 
maniére qu'il se comportait dans cette fixation un peu ala fagon 
de certaines substances telles que la poudre de charbon, sur 
lesquelles les albuminoides ont tendance 4 se coller. 

Pour peu solide que fat l’argument, il était bon de le rétuter , 
ce qui pouvait se faire facilement par l’étude de la spécificité de 
ces stromas décolorés. Dans une expérience instituée a cet effet, 
j'ai fait agir une méme quantité de sérum actif d'un de mes 
cobayes sur: 4° un volume délerminé de globules de lapin; 2° un 
volume correspondant de stromas de lapin; 3° une émulsion 
elobulaire de sang de poule de méme valeur; 4° sur les stromas 
de poule y correspondant. Aprés une demi-heure de digestion, 
les liquides furent séparés des globules. On y introduisit de 
nouveaux globules de Japin et une quantité suffisante de sérum 
neuf de cobaye. Il y eut hémolyse dans les deux derniers tubes 
seulement. Ce résultat confirme donc l’hypothése de Bordet. 
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Bordet ayant ainsi démontré les rapports mutuels qui 
existent entre stroma, anticorps et alexine dans !’acte de hémo- 
lyse, s’abstient de formuler une théorie définie concernant le 
mécanisme de leur action. Il semble cependant qu’étant donné 
l'état de la question et les compléments apportés dans ce mé- 
moire au mode d’action des alexines, il soit permis d’entrevoir 
Ja nature du processus. 

Si ’on admet comme fondée qu'il existe, entre laction des 
alexines et celle des substances chimiques qui produisent la 
elobulolyse, la plus grande ressemblance, et que le fond de ces 
phénoménes est identique, il y a lieu d’étendre aux alexines les 
connaissances acquises par les travaux de Hedin sur les poi- 
sons chimiques, Or cet auteur nous a montré que pour chaque 
agent de globulolyse, comme d’ailleurs pour n’importe quelle 
substance soluble dans l'eau, il existe un coefficient de partage. 
constant dans des limites de concentration assez étendues, entre 
le liquide et les hématies, Les substances globulolytiques sont 
précisément celles qui ont pour le stroma un coefficient élevé. 
Dés lors il y a lieu d’admettre, sans qu'il soit possible d’en 
fournir une preuve expérimentale rigoureuse, faute de pouvoir 
isoler les alexines, que le méme principe leur est applicable. 
Définie de cette maniére, une alexine active vis-a-vis d’un sang 
donné sera une substance albuminoide dont le partage entre 
plasma et globules se fera plutét a l’avantage de ces derniers. 

Dans une expérience, j’ai ajouté 1c. c. de sérum normal de 
cobaye 4c. c. d'une émulsion au 1/10° de sang de lapin. Aprés 
deux heures, pas de globulolyse, tout au plus une trés légére 
teinte jaundtre. J’en conclus que Valexine du sérum de 
cobaye n’a pas d’affinité pour les hématies du lapin, qu’elle 
ne les pénétre que trés peu. Le partage entre liquide et glo- 
bules est tout 4 Pavantage du liquide. 

Dans une autre expérience, je prends 1 c. c. de la méme 
émulsion globulaire, je ne lui ajoute plus que 0,04c. c. de sérum 
normal de cobaye, ce qui fait une concentration de l’alexine de 
ce sérum 10 fois plus faible que dans le premier cas, mais 
j'ajoute en méme temps 0,05 c. c, d’un sérum actif chauffé a 56°. 
Aprés deux heures, il y a destruction complete des globules. 

De sorte que, malgré une teneur du liquide ambiant dix 
fois moindre que dans le premier cas en alexine, celle ci est 
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fixée beaucoup plus énergiquement que  précédemment. 

Dans mes études sur l’action de l’anticorps produit par le 
lapin, a Ja suite de V’injection de sang de poule, j’élais arrivé a 
des résultats analogues. Ici l’alexine pouvait opérer par elle- 
méme la dissolution des globules de poule, Il suffisait pour 
cela qu’elle fut en concentration suffisante dans l’émulsion. 
Si Pon diminuait cette teneur en dessous d’une certaine limite 
il n’y avait plus d’action. Mais, 4 ce moment, l’adjonction d’une 
petite quantité d’anticorps activait le mélange. Cependant j’ai 
observé lors de ces études, sans faire des mesures trés préci- 
ses a ce sujet,que la concentration de l’alexine ne pouvait pas 
étre abaissée notablement au-dessous de sa limite propre d’ac- 
tion, c’est-a-dire que si la teneur était diminuée au dela d’en- 
viron le 1/4 de la concentration encore active (limite d’activité) 
quand lalexine agit seule, !’adjonction de l’anticorps perdait 
son efficacité. 

La conclusion de ces expériences s impose : 1 anticorps doit 
étre considéré comme une substance qui augmente dans des limites 
plus ou moins étendues le coefficient d’absorption des globules pour les 
alexines. En d’autres termes, l’anticorps joue en hémolyse le 
role des mordants en teinture. Fixé sur le globule, il rend celui-ci 
avide d’alexine, comme le mordant facilite la fixation de la cou- 
leur sur la fibre textile. Dés lors, ’alexine, relenue en concentra- 
tion plus forte dans la trame globulaire, exerce énergiquement 
sur celle-ci son action habituelle d’hydratation, dont les 
conséquences, la diffusion de Vhémoglobine ou méme la 
dissolution compléte de ’hématie s’établissent naturellement. 

Faut-il, pour que l’anticorps puisse opérev ce travail, que le 
corps cellulaire soit déja légérement perméable al’alexine seule. 
ou bien la fixation se produit-elle encore, méme lorsque l’alexine 
seule ne pénétre absolument pas? 

Y a-t-il d’abord des alexines qui ne pénétrent pas du tout 
dans les globules? La question est difficile 4 résoudre. Mais le 
fait que les globules de tous les animaux se détruisent assez 
rapidement (aprés quelques jours) dans leur propre sérum 
stérile tend a plaider en sens contraire. Cette hémolyse tardive 
doit probablement étre considérée comme étant, du moins par- 
tiellement, la conséquence d'une altération des globules. Pour 
certains sangs cependant, celle explication ne peut suffire. 
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Ainsi j’ai pu observer réguligrement que le sérum retenu plus 
d’un jour dans un caillot non rétracté (par suite d’adhérence, au 
tube) de sang de lapin était teinté d’hémoglobine; de meme 
pour le chien. Au contraire, dans les mémes conditions, le sérum 
de poule restait clair bien plus longtemps. On serait tenté de 
conclure gue l’alexine du lapina plus d’affinité pour le globule 
du lapin que l’alexine de poule pour le globule de poule. Ceci 
n’est-il pas en rapport avec le fait, constaté par Bordet, que le 
sérum de lapin peut activer un anticorps dirigé contre le sang 
de lapin, tandis que le sérum de poule n’a pas d’action sur du 
sang sensibilisé de poule? 

Une raison qui tend a faire croire que l’anticorps marrive a 
fixer en grande quantité sur des globules qu’une alexine qui les 
pénetre déja légérement quand elle agit seule, c’est l'action du 
froid. A 0°, chlorure ammonique et alexines ne pénétrent pas 
dans les globules. Si au lieu de globules intacls, on en prend qui 
ont été sensibilisés, c’est-a-dire qui fixent l’alexine avec une 
affinité 10 fois plus forte (et davantage), et qu’on les place 
a 0° dans des liquides trés riches en alexine, il n’y aura néan- 
moins pas trace d’hémolyse. Ce qui prouve que Valexine n'arrive 
pas & imbiber un stroma sensibilisé, si elle ne peut pas non plus 
imprégner Iégerement le globule normal. 

Ce mordangage spécial des globules par les anticorps permet, 


comme Bordet l’a montré, leur imprégnation par un grand 


nombre d’alexines d’origine différente. Mais cependant, c’est 
Valexine de l’animal qui a fourni l’anticorps, qui est fixée avec le 
plus d'avidilé. Constatation qui plaide encore en faveur de notre 
maniére de voir. Suivant celle-ci, les forces qui poussent les 
alexines dans les globules sont des forces du méme ordre que 
celles qui aménent le sucre a se dissoudre dans l'eau ou le 
colorant a teindre Je tissu. On congoit que des albuminoides 
provenant d’un méme sérum aient entre elles plus d’affinité de 
ce genre que si elles sont empruntées a des animaux différents. 
Kt ainsi se fera que l'imprégnation des globules de lapin par un 
anticorps provenant d’un cobaye favorisera davantage la péné- 
tration ultérieure de l’alexine du méme animal. 

Cette action sensibilisante si spéciale se limite d’ailleurs aux 
alexines. J’ai vainement esgayé, au moyen d’anticorps, d’accroitre 
la sensibilité des globules vis-a-vis de la bileou méme du chlo- 
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rure ammonique, dont l’action est cependant si rapprochée de 
celle des alexines. 

La seule différence, en dehors de l’action des alexines, que 
j ale pu constater entre globules normaux et globules sensibilisés 
de poule, c’est que, tandis que les premiers tiennent encore leur 
hémoglobine dans des solutions 40,45 0/0 de NaCl, les derniers 
teintent souvent dun peu d’hémoglobine les solutions de 
0,55 0/0 et méme plus concentrées. Mais c’est la un caractére 
nullement spécifique, et qui semble ne pouvoir étre d’aucun 
secours dans la compréhension des phénoménes. 


Conctusions : 4° La globulolyse par les agents chimiques est 
due a leur propriété d’augmenter l’affinité de ’enveloppe globu- 
laire pour l’eau. Cette hydratation excessive améne une trans- 
formation des conditions de perméabilité de l’hématie, qui per- 
met la diffusion de ’hémoglobine au dehors ; 

2° Les alexines ne sont pas des ferments protéolytiques. 
Elles agissent a la fagon des agents chimiques d’hémolyse ; 

3° Les anticorps favorisent l’action des alexines en les fixant 
en plus grande abondance sur le corps cellulaire. 
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SERUMS NEVROTOXIOUES 


Par C. DELEZENNE 


(Travail du laboratoire de physiologie de l'Université de Montpellier ) 


On sait depuis longtemps que le sérum sanguin d’une espece 
animale quelconque posséde la propriété de dissoudre avec plus 
ou moins de rapidité les globules rouges d’individus d’espéce 
différente. 

Les recherches de ces derniéres années ont montré que cette 
propriété n’est, en somme, qu’un cas particulier de laction 
nocive exercée par les humeurs sur les éléments cellulaires qui 
leur sont normalement étrangers. 

Le pouvoir que posséde le sérum sanguin normal de détruire 
les bactéries, les spores, les hématies ou les leucocytes, la 
cellule nerveuse ou la cellule hépatique, n’est que la manifes- 
tation dune véritable fonction de défense, commune & tous les 
animaux, sexergant toujours par les mémes procédés. 

Les travaux des microbiologistes nous ont appris, d’autre part, 
qu il est possible d’augmenter le pouvoir bactéricide des hu- 
meurs pour un microorganisme déterminé : il suffit pour cela 
d’injecter & un animal des doses répétées et progressivement 
croissantes des produits bactériens correspondants. 

On aurait pu penser que cette capacité de l’organisme, d’aug- 
menter sa fonction de défense vis-a-vis de certains éléments cellu- 
laires étrangers, se limitait & ceux dont il est accidentellement 
Vhote et contre lesquels il doit constamment lutter, c’est-a-dire 
aux microorganismes. 

Des données récentes du plus haut intérét ont tontré que ce 
processus est beaucoup plus général, et que les animaux ont la 
faculté de produire, lorsqu’ils y sont incités, des sérums forte- 
ment toxiques pour toute sorte d’éléments cellulaires. 
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M. Bordet ' a constaté le premier qu'il suffit dinjecter & un 
animal des globules rouges d’une espéce étrangére pour obtenir 
un sérum capable d’agglutiner et de dissoudre avec une trés 
grande intensité les hématies correspondantes. Il a montré, en 
outre, qu'il y a une complete analogie entre la propriété bactéri- 
cide et le pouvoir hémolytique ou hémotoxique du sérum des 
animaux préparés, Dans les deux cas, le sérum agit grace au 
concours simultanéde deux substances, dont l'une (alexine) existe 
aussi bien chez l’animal neuf que chez l’animal préparé, dont 
autre au contraire (substance sensibilisatrice) est propre au 
sérum des sujets traités et constitue a proprement parler I’ « anli- 
corps » spécifique. 

Ces résultats ont été confirmés par MM. Dungern’, Landstei- 
ner®, Erhlich et Morgenroth ‘, etc. Ges derniers, dans plusieurs 
mémoires trés remarquables sur les hémolysines, ont apporté en 
outre une série de faits des plus intéressants sur le mécanisme 
intime de leur action. 

A la suite de la découverte de Bordet, nombre @’expérimen- 
tateurs se sont efforcés d’obtenir par la méme méthode des sérums 
toxiques vis-a-vis d’éléments cellulaires variés. Je rappellerai 
ace sujetles recherches de MM. Landsteiner *, Metchuikofl*, Mox- 
ter’, sur le sérum spermotoxique; celles de M. Dungern® sur le 
sérum antiépithélial ; les travaux de M. Metchnikoff® et les nétres!” 
surle sérumleucotoxique, et ceux de M. Lindeman" sur le sérum 
néphrotoxique. 

L’activité de ces divers sérums correspond, comme celles des 
sérums bactéricides artificiels,a une réaction d’immunisation, 
et résulte de la formation, par les organismes immunisés, de 
poisons cellulaires spécifiques auxquels M. Metchnikoff a pro- 
posé d’appliquer Ja dénomination générale de cytotoxines. 


1. Borper, Annales de U/nstitut Pasteur, 1898 pj, 688. 

2, Lanpsteiner, Centralb. f. Bacteriol., 1899 

3. Duncern, Munch. med. Wochens, 1899. 

4. Eruuich ect Morcennota, Berliner klinische Wochens, 1899, ns 1 et 22; 
1900, n° 24. 

5. Lanpstainer, Centralb. fur Bacteriologie, 1899 

6. Mercantxorr, Annales de [Institut Pasteur, 1899. 

7. Moxrer, Deutsche medic. Wochens, 1900. 

8. Dunaznn, Munch. medic, Wochens, 1899. 

9. Mercunixorr, Annales de (Institut Pasteur, 1899. 

10. Davezennn, Comptes rendus de UV Académie des Sciences, 2 avril 1900. 

41. Linpeaan, Annales de V/nstitut Pasteur, 1900 


~~ 


oem LAE lil 


ee rt 


ra 


yen 


* 


Sie MES ee Oe 


688 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


Je me suis attaché moi-méme depuis prés d’un an a l’étude 
de cetle intéressante question, en me plagant surtout au point de 
vue de ses applications a la physiologie. J’ai communiqué récem- 
ment! les résultats que j’ai obtenus dans la préparation d’un 
sérum toxique pour la cellule hépatique. J’ai réussi également, 
quoique avec un peu plus de difficulté, 4 obtenir un sérum spé- 
cifique contre la cellule nerveuse. Le présent mémoire a préci- 
sément pour but de relater mes recherches dans cette voie. 

Des recherches sur le méme sujet sont également poursuivies 
avec succés depuis quelques mois dans Ic leburatoire de M. Met- 
chnikoff. Ce savant maitre a bien voulu répéler devant nous 
quelques expériences inédites dont les résultats concordent dans 
leur ensemble avec ceux que nous avons personnellement obte- 
nus. Nous sommes heureux de l’en remercier et de pouvoir lui 
témoigner toute notre gratitude pour le bienveillant intérét avec 
lequel il a suivi nos travaux et pour les encouragements qu'il 
n’a cessé de nous prodiguer. 


- 


I. — ConsIDERATIONS GENERALES SUR L ETUDE DES NEVROTOXINES. 
NEVROTOXINES DES SERUMS NORMAUX. 


J’ai rappelé plus haut que la propriété que posséde le sérum 
sanguin normal de détruire avec plus ou moins d'intensité les 
globules rouges des animaux d’espéces étrangéres ne se limite 
pas aces sculs éléments. A des degrés divers, toutes les cellules 
sont susceptibles d’étre détruites, lésées ou troublées dans leur 
fonctionnement par les cytotoxines des sérums normaux. Mais 
si l’action de ces derniéres est facile 4 observer lorsquw’il s’agit 
d’éléments sur lesquels on peut agir aussi bien in vitro qu’in 


vivo, les hématies ou les leucocytes par exemple, elle est d’ordi- 


naire bien plus difficile 4 mettre en évidence lorsqu’on s’adresse 
aux cellules des tissus ou des organes. Outre que pour celles-ci 
lexpérience in vilro nest pas réalisable, l’étude in vivo présente 
le plus souvent de sérieuses difficultés. : 

S'il suffit de recueillir un échantillon de sang et d’en pratiquer 
un examen sommatre pour se rendre compte des effets hémoly- 
tiques provoqués par l’injection d’un sérum étranger, ce n’est 


1, DELEZENNE, Sérum antihépatique ; XIII* Congrés international de médecine 
Paris, 2-9 aotit 1900, et Comptes rendus del’ Académie des Sciences, 11 aott 1900. 
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que par une analyse minutieuse des troubles fonctionnels qu’il 
a produits et des lésions qu il a provoquées qu’on sera & méme 
@affirmer que ce sérum est également toxique pour la cellule 
nerveuse ou la cellule hépatique, par exemple. 

Or, il est nombre de sérums normaux qui, injectés a de 
certaines doses dans les vaisseaux, n’atteignent pas les éléments 
nerveux, alors quils détruisent avec plus ou moins d’intensité 
les hématies et les leucocytes. 

Sommes-nous autorisé & en conclure pour cela que ces 
sérums ne sont pas toxiques pour la cellule nerveuse? Non, 
assurément. [l west pas certain @ priori, en effet, qu’au point 

de vue de leur action sur Jes hématies et Ja cellule nerveuse, 

par exemple, les poisons de ces éléments (hémotoxine et névro- 
toxine) soient placés dans les mémes conditions @’ activité lorsqu’ils 
sont injectés l'un et!’autre dans le torrent circulatoire, voire méme 
sous la peau ou dans le péritoine. Introduite dans Jes vaisseaux, 
Phémolysine se fixe immédiatement sur les globules rouges, 
tandis que la névrotoxine entre préalablement en rapport avec 
des éléments différents de ceux sur lesquels doit s’exercer son 
action. D’autre part, pour alteindre les centres nerveux, elle doit 
traverser la barriére endothéliale, qui peut exercer vis-a-vis des 
organes intéressés un role de protection plus ou moins efficace. 
Il est donc possible qu’un sérum dont l’action nocive sur la 
cellule nerveuse est nulle ou peu marquée, lorsqu’il est introduit 
dans lorganisme par la voie veineuse ou sous-culanée, manifes- 
terait les effets toxiques les plus nets sil était porté directement 
au contact de cet élément. 

Or dintéressantes recherches de MM. Roux et Borrel u ous 
ont déja montré que la toxicité de certains poisons possédant 
une affinité spéciale pour la cellule nerveuse différait considéra- 
blement suivant la voie d introduction, et que (1’inoculation intra- 
cérébrale était un excellent moyen de vaincre ’apparente insen- 
sibilité des animaux vis-a-vis de linoculation sous-cutanée ». 

Chez le lapin, par exemple, il est nécessaire dinjecter 2, 5c. 
c. de toxine tétanique sous la peau, pour donner un tétanos 
ordinaire, mortel en 4 jours, tandis qu'il suffit d’injecter 0, 1 c.c. 
dans le cerveau, c’est-a-dire une dose 25 fois plus faible, pour 
donner un tétanos cérébral, mortel en 20 heures. D’autre part, 


1. Roux ct Bonrun, Annales de V/nstitut Pasteur, 1898. 
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le rat, qui est pour ainsi dire réfractaire 4 l’inoculation sous- 
cutanée de la toxine diphtéritique, se montre au contraire trés 
sensible aux effets de ce poison introduit a trés faible dose dans 
les centres nerveux. 

Lingelsheim’, Borrel* ont observé des faits du méme 
ordre en étudiant l’action de la tuberculine chez le cobaye. 
D’aprés Borrel, on peut souvent injecter sous la peau de cet 
animal 1 gramme de tuberculine précipitée par Valcool sans 
obtenir la mort, alors que par la voie cérébrale 3 a 4 milligrammes 
suffisent ala produire. Chez le cobaye tuberculeux, qui est beau- 
coup plus sensible aux effets de la tuberculine, on observe, 
(apres le méme auteur, une effroyable activité du poison lors- 
qu'il est mis au contact direct des cellules nerveuses; 1/10, 
4/100, 1/1000 de milligramme peuvent suffire & provoquer les 
accidents caractéristiques de l’intoxication des centres nerveux 
et la mort de l’animal. On peut encore observer des faits analogues 
ens adressantauxalcaloides : Roux et Borrel ont montré, en parti- 
culier, que ’immunité relative du lapin vis-a-vis de la morphine 
disparait lorsqu’on introduit cette substance a dose trés faible 
dans le cerveau. 

L’innocuité plus ou moins complete de ces divers poisons 
du systéme nerveux, lorsqu’ils sont injectés sous la peau, voire 
méme dans le péritoine ou dans Jes veines, ne peut évidemment 
s expliquer que par une action protectrice de l’organisme s’exer- 
cant par des procédés sur lesquels nous sommes encore loin 
d’étre fixés. Cette action protectrice ne présente d’ailleurs pas 
dans tous les cas la méme efficacité. Il suffit de rappeler a ce 
propos l’exemple de la toxine tétanique qui, chez le cobaye, est 
tout aussi active en injection sous-cutanée qu’en injection intra- 
cérébrale, alors que chez le lapin elle présente, comme nous 
l’avons mentionné plus haut, une toxicité toute différente sui- 
vant la voie d‘inoculation. 

Voyons maintenant si ces données, sur lesquelles nous avons 
& dessein assez longuement insisté, ne sont pas applicables a 
étude des névrotoxines, et sil ne peut pas y avoir intérét, pour 
mettre nettement en évidence l’action toxique d’un sérum étran- 
ger sur les centres nerveux, a s’adresser de préférence a la 


{. Linceisueim, cité par Borner. 
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méthode des injections intracérébrales. Pour répondre a cette 
question, j’ai fait une étude comparative de la toxicité d’une 
série de sérums normaux, en m’efforcant de déterminer, pour 
chacun deux, quelle est la dose mortelle chez le lapin, d’une 
part en injection sous—cutanée ou en injection intraveineuse, et 
d’autre part en injection dans les centres nerveux. 

Il m’a paru utile de m’adresser tout d’abord 4 un sérum dont 
action nocive pour la cellule nerveuse peut déja étre mise en 
évidence avec facilité, en employant les voies d’introduction 
habituelles, la peau, le péritoine ou les vaisseaux. Le sérum 
d’anguille semble convenir tout particulitrement a cette étude 
préalable. 

Ce sérum peut étre considéré, en effet, comme le type des 
sérums cytotoxiques normaux, Il détruit avec la plus grande 
intensité la plupart des éléments cellulaires des mammiftres 
lorsqu il est mis directement ou indirectement en contact avec 
eux. Tel est le cas pour les globules rouges (Camus et Gley ' 
Kossel *), les leucocytes (Delezenne *), la cellule nerveuse 
(Kossel et Westphal‘), ’épithélium rénal (Pettit °), etc, 

Les accidents nerveux provoqués par le sérum d’anguille 
lorsqu’il est injecté chez le lapina dose mortelle, sous la peau 
ou dans les veines, sont des plus caractéristiques. Ils ont déja 
été d’ailleurs fort bien décrits par M.Mosso *, puis par MM. Camus 
et Gley °. Ils sont le plus souvent caractérisés par de la parésie, 
des mouvements brusques et violents de procursion, par des 
atlaques convulsives plus ou moins généralisées (convulsions 
cloniques, contractures), par des troubles respiratoires et car- 
diaques. Dans certains cas, surtout si la dose injectée est élevée, 
ce sont les phénoménes paralytiques qui dominent pour ainsi 
dire d’emblée, la phase d’excitation étant réduite au minimum, 

Si tous ces accidents sont symptomatiques d’une intoxication 
profonde des centres bulbo-médullaires, il n’en est pas moins 
vrai gue la mort des animaux n’est pas seulement imputable 


1. Camus et Grey, Comptes rendus de ? Académie des Sciences, AEae p. £28, 
2, Kosspx, Ber liner: Klin. Wochens, février 1898. 
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aux lésions du syst¢me nerveux; elle est la résultante d’une 
série d’altérations cellulaires plus ou moins graves, plus ou 
moins étendues, et dont les troubles nerveux ne sont, en 
somme, que la manifestation la plus apparente. 

J’appelle attention sur ce fait, parce que nous aurons a en 
tenir compte dans l’appréciation des résultats fournis par 1étude 
comparative de la toxicité du sérum d’anguille en injecuion 
intravasculaire ou sous-cutanée, et en injection intracérébrale. 

Pour éviter toute cause d’erreur tenant a des variations 
dans l’activité des sérums employés, je me suis servi dans tous 
les cas du méme sérum. Celui-ci avait une toxicité, pour le 
lapin, se rapprochant sensiblement de la moyenne. Injecté dans 
la veine marginale de Voreille, il tuait les animaux a la dose 
de 0, 2c. c. par kilogramme en 5 ou 10 minutes environ; a la 
dose de 0, 1c. c. la mort survenait au bout de 41 heure ou 
1 heure et demie. 

De plus faibles quantités étaient encore assez souvent mor- 
telles, mais, dans ce cas, les animaux succombaient plus tardive- 
ment. Kn injection sous-culanée, i fallait alleindre 0, 3c. ¢. a 
0, 4c. c. par kilogramme pour tuer en une heure environ. 

Voyons maintenant comment se comportail le méme sérum 
lorsqu’'il était porté directement au contact des centres nerveux. 
Toutes nos expériences d’injections intracérébrales furent faites 
en suivant exactement Ja technique indiquée par Roux et Borrel : 
le sérum était injecté lentement a travers fa fine aiguille 
(@une seringue de Pravaz; l’aiguille était enfoncée en plein 
cerveau dans la région frontale, en avant des centres moteurs, 
par un petit orifice praiiqué a la paroi cranienne au moyen 
Wun foret. L’orifice était toujours fait, autant que possible, 
exactement au méme niveau, c’est-a-dire & 2 millimetres 
environ de la suture frontale et un peu en arriére @une ligne 
réunissant la commissure postérieure des paupiéres. Le sérum 
était dilué dans l’eau salée physiologique, et la dilution, quelle 
que fat la dose de sérum employée, était toujours calculée de 
fagon que la masse totale du liquide injecté ne dépassat pas 
9,4 cs c.20,2 0c. ¢. par kilogramme. On sait que le lapin sup- 
porte aisément, par la voie cérébrale et sans lemoindre trouble, 
une quantité d’eau salée méme trés notablement supérieure. 

Nos premiers essais d’injection intracérébrale nous ont rapide- 
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ment démontré Phypertoxicité considérable du sérum d’anguille 


-lorsqu’il est porté directement au contact des centres nerveux. 


[nous a suffi dans tous les cas d’injecter 0, 005 c. c. de 
sérum par kilogramme pour tuer les animaux en 5 a 10 mi- 
nutes; avec une dose moitié moindre, c’est-a-dire 0,0025 c. ce. les 
fapins ont succombé une demi-heure ou | heure aprés Vinjec- 
tion, et 0,0015c. c. furent encore, d’ordinaire, trés suffisants pour 
produire la mort en quelques heures. Il a été nécessaire de 
descendre jusqu’a 1/1000 decentimétre cube pour ne plus obtenir 
que des accidents passagers, el encore quelques animaux, 
aprés s’élre remis lemporairement, ont-ils succombé au bout de 
quelques jours. 

Ce sérum d’anguille était done environ 50 fois plus toxique 
lorsqu’il était introduit directement dans les centres ner- 
veux que lorsqu’il était injecté dans les vaisseaux, et prés de 
200 fois plus toxique qu’en injection sous-cutanée. 

Les accidents nerveux provoqués par le sérum d’anguille, 
lorsqu ilest inoculé par la voie cérébrale, ne different pas sensible- 
ment de ceux qui sont observés lorsqu’on emploie la voie veineuse 
ou sous-cutanée. Le poison diffuse avec une trés grande rapi- 
dité dans toute l'étendue de Vaxe cérébro-spinal et détermine 
les phénoménes bulbo-médullaires caractéristiques. Ceux-ci, 
(mouvements de procursion, convulsions, cloniques, contrac- 
tures, etc.), présentent simplement un degré inaccoulumé d’acuité 
et de violence. 

Ces accidents sont d’ailleurs les seuls observés. Si la dose 
injectée est suffisante, dans les conditions de l’expérience, 
pour produire des lésions graves et étendues du systéme nerveux, 
elle est naturellement trop faible, en supposant méme qu'elle 
puisse passer en totalité dans les vaisseaux, pour atteindre les 
hématies, les leucocytes, ou tout autre élément cellulaire. 

La mort des animaux est donc exclusivement la conséquence 
de l’action destructive du sérum d’anguille sur les centres 
nerveux. En fait, grace au procédé des injections intracéré- 
brales, nous possédons une méthode qui nous permet d’étu- 
dier les propriétés névrotoxiques d’un sérum, indépendamment 
des autres actions cytolytiques qu'il peut étre capable d’exercer. 

Je me suis assuré qu’on obtient des résultats du méme ordre 
en s’adressant A d’autres sérums dont la toxicité pour les 
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mammiléres, sans étre égale & celle du sérum d’anguille, n’en 
est pas moins encore trés élevée. Jai expérimenté a cet égard, 
et avec le méme suceds, le sérum de la grenouille, celui de la 
couleuyre, de la tortue, etc. Le sérum de grenouille, pour 
ne citer qu’un exemple, tue le lapin en quelques minutes lors~ 
quil est introduit dans le cerveau a la dose de 0,2c.c. par kilo- 
cramme; par la voie veineuse nous avons pu injecter jusqua 
3c.c. sans produire le moindre accident. 

Je crois inutile dinsister davantage sur l’importance que 
présentent ces données au point de vue de l’étude générale des 
névrotoxines; on devine aisément qu’en s’adressant a des 
sérums beaucoup moins toxiques que les précédents, la méthode 
des injections intracérébrales soit, dans certains cas, la seule 
qui permette de mettre en évidence avec facilité leurs effets 
nocifs sur la cellule nerveuse. I! ne faut pas oublier toutefois 
que l’expérience se présente dans des conditions de moins en 
moins favorables, au fur et & mesure que la toxicité du sérum 
étudié devient elle-méme plus faible : la masse du liquide quil 
est nécessaire d'introduire dans le cerveau augmente, et on n’a 
plus la certitude que les phénoménes observés ne dépendent 
pas plutot de troubles nerveux d’ordre purement mécanique. 
C’est ce qui se produit lorsqu’on étudie chez le lapin, ou chez le 
chien, des sérums normalement peu toxiques pour ces animaux, 
comme ceux de la plupart des mammiféres par exemple. 

Il n’est pas douteux d’ailleurs que ces difficultés techniqnes 
disparaitraient s'il était possible de séparer les substances actives 
du sérum, et de les injecter dissoutes dans une quantité minime 
de véhicule. 

Quoi quilen soit, on peut se rendre compte parce qui précede 
de la facilité avec laquelle il sera possible de mettre en lumiére 
par la méthode des injections intracérébrales les propriétés 
névrotoxiques d’un sérum, Les faits que nous allons rapporter 
justifieront a cet égard, il me semble, les considérations que nous 
avons cru devoir développer un peu longuement dans ce chapitre. 


Il. — Nitvroroxines ARTIFICIELLES. 


J’ai_tenté tout d’abord d’obtenir expérimentalement un 
serum toxique pour la cellule nerveuse du lapin en m’adressant 
au cobaye, Le sérum normal de cobaye n’exerce une action 
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nocive appréciable, chez le lapin, que s’il est injecté dans les 
vaisseaux a des doses trés élevées. En injection intracérébrale, 
il ne produit aucun accident lorsqu’on ne dépasse pas les doses 
déji considérables de 0,5c.c. 40,6c.c. par kilogramme. Des doses 
sensiblement plus élevées sont rarement supportées sans incon- 
vénient; mais on observe a peu prés les mémes phénoménes lors- 
qu’on injecte un liquide indifférent, tel que Peau salée physio- 
logique ou le sérum propre au méme animal. Les accidents 
immédiats ou tardifs qui se produisent dans ces conditions ne 
dépendent done pas de l’action toxique exercée par le sérum sur 
la cellule nerveuse. Ils relévent de la compression oude la dilacé- 
ration des centres nerveux par la masse de liquide injecté. Il est 
done utile de s’en tenir, comme quantité,.a la limite inférieure 
que nous avons indiquée, c’est-d-dire 0,5 c.c. par kilogramme. 

Dans le but de faire apparaitre dans le sérum de cobaye des 
propriétés névrotoxiques manifestes, nous avons injecté 4 une 
série de ces animaux, et & plusieurs reprises, une émulsion de 
cerveau et de bulbe de lapin. La plupart des cobayes traités 
ont regu, & doses progressivement croissantes, 5 a 6 injec- 
tions dune émulsion de matiére nerveuse, correspondant pour 
les derniéres injections 4 la moitié de Pencéphale du lapin. Je 
dois dire que, dans Jeur ensemble, ces premiers essais ont été 
infructueux; Je sérum des animaux préparés ne s'est guére 
montré plus toxique que le sérum normal. 

Je noterai cependant, a titre d’indication, que quelques 
lapins ont présenté, aprés inoculation intracérébrale de 0,3 c. ¢. 
et 0,4. c. c. par kilogramme, des phénoménes parétiques généra- 
lisés aux quatre membres et quelques secousses convulsives ; 
mais ces accidents furent passagers : 3 ou 4 heures aprés l’injec- 
tion, les animaux étaient complétement remis. Deux d’entre eux 
succombérent toutefois tardivement, maisles phénoménes qu’ils 
ont présentés ne furent pas assez caractéristiques pour qu'il me 
soit permis d’affirmer que la mort doive étre stirement rappor- 
tée a une intoxication spécifique du systeme nerveux. 

Il est possible qu’en s’adressant aux mémes animaux et en 
répétant ces essais, on obtienne de meilleurs résultats; mais 
j’ai pensé que, pour réussir pleinement dans la préparation des 
névrotoxines, il était préférable de s’adresser & deux animaux 
despice plus éloignée. Il semble, en effet, a prigt qu’un animal 
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doive réagir d’autant mieux a introduction dans son organisme 
d’éléments cellulaires étrangers, que ces éléments se différen- 
cient davantage par leur constitution chimique de ses propres 
cellules. Or, nous savons que ces différences, 4 peine sensibles 
lorsqu’on considére deux espéces voisines, peuvent étre tres 
accusées lorsqu’on passe dune classe 4 une autre. 

Jai choisi, pour la préparation de la névrotoxine, un mam- 
mifére et un oiseaut. Je me suis adressé au canard pour l’obten- 
tion du sérum; outre que cet animal m/’avait déja donné 
W@excellents résultats pour l’étude de Ja leucotoxine, il présente 
Vavantage, sur la plupart des oiseaux que l’on peut avoir a sa 
disposition dans les laboratoires, d’étre tres résistant, de pouvoir 
étre soumis a des saignées répétées sans inconvénient, et de 
fournir en une seule fois, si besoin en est, une quantité notable 
de sang. 

Comme animal d’épreuve, j’ai choisi le chien, qui est assuré- 
mentun des animaux qui se prétent le mieux a une analyse déli- 
cate des troubles physiologiques provoqués par les lésions du 
systéme nerveux. J’ajouterai que le chien est moins sensible que 
le lapin aux effets purement mécaniques des injections intracé- 
rébrales. Lorsquil s’agit de liquides n’ayant par eux-mémes 
aucune toxicité propre, comme la solution physiologique, on peut 
en introduire une masse considérable dans les centres nerveux 
du chien, sans le moindre danger. Hnous est arrivé plusieurs fois 
d'injecter 2 c. c. par kilogramme, et méme davantage, sans qu’il 
soit possible d’observer méme passagerement le moindre trouble 
moteur ou sensitif. La seule précaution & prendre est de faire 
V'injection au moyen d’une aiguille fine, et de pousser le liquide 
assez lentement. Les liquides albumineux, dont la diffusion et la 
résorption sont plus difficiles et plus lentes, sont moins facilement 
tolérés que l'eau salée, mais ce n’est la qu’une question de 
degré. Le chien supporte encore aisément, par exemple, des 
doses de son propre sérum équiyalant a 1, 5 c. c. par kilo- 
gramme. 

Aprés avoir éprouvé la sensibilité du chien vis-a-vis du sérum 
de canard, et m’étre assuré que ce liquide peut étre introduit a 


4. Les expériences dont M. Metchnikoff a bien voulu nous rendre témoin se 
rapportent également & un sérum néyrotoxique préparé en s’adressant 2 des ani- 
maux de classe différente. Le séram étudié provenait de rats traités par des 
injections répétées @¢ centres nerveux de pigeon. 
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doses relativement Glevées dans le cerveau sans produire d’acci- 
dents, je me suis efforcé d’augmenter expérimentalement la toxi- 
cité de ce sérum pour les centres nerveux du chien. Dans ce 
but, une série de canards vigoureux, adultes, recurent, dans l’es- 
pace de2 mois environ, 5 a6 injections intrapéritonéales progres- 
sivement croissantes, d’une émulsion aseptique de cerveau, de 
cervelet, de bulbe et de moelle de chien. Cette émulsion était 
faite dans la solution physiologique de NaCl et renfermait des 
quantités approximativement égales des différentes portions de 
Yaxe cérébro-spinalt. Pour éviter Vintroduction avee la ma- 
tigre nerveuse d’une trop grande quantité de sang, les ani- 
maux étaient toujours saignés a blanc, et, au besoin, les centres 
nerveux étaient lavés plusieurs fois a l’eau salée physiologique 
préalablement stérilisée. Malgré ces précautions, on injecte for- 
cément une certaine quantité de globules rouges et de leuco- 
cytes, mais cette quantité étant réduite au minimum, |’augmen- 
tation du pouvoir hémolytique ou leucotoxique du sérum des 
animaux traités n’est guére appréciable. 

La quantité de matiére nerveuse injectée était relativement 
considérable: nous commencions par 8 a 10 grammes pour aller 
jusqu’a15ou20 grammes et davantage. Quelqnesanimaux ontsuc- 
combé dans le cours de immunisation; la plupart de ceux qui 
ont résisté présentaient, aprés chaque injection, de la fiévre et 
de l’amaigrissement, mais ils revenaient rapidement a leur poids 
primitif. Les canards étaient généralement saignés 8 a 10 jours 
apres la derniére injection, et le sérum obtenu était employé 
aussi frais que possible. 

Nous avons eu soin, pour les expériences de controle faites 
avec le sérum normal, d’employer toujours également du sérum 
frais?, et de multiplier les essais pour éviter les causes d’erreur 


4. Quelques canards ont été traités exclusivement par du cerveau; d'autres 
n’ont recu que du cervelet, du bulbe ou de la moelle, Le serum de ces animanx 
fut dans tous les cas fortement névrotoxique, mais son action ne se limitait pas a 
Vorgane pour lequel on l’avait préparé. En fait il nous a paru impossible d’ob- 
tenir des sérums spécifiques vis-a-vis des différentes parties de ’axe cérebro-spinat 
fonctionnellement différenciées. 

2. Pour obtenir trés rapidement une notable quantité de sérum d'oiseau, il 
est nécessaire d’avoir recours a un artifice. J’ai montré en effet (Archives de 
Physiologie, 1897) que le sang de ces animaux se coagule avec une trés grande 
lenteur et n’expulse que tardivement une tres faible quantite de serum Jorsqu’'il 
est recueilli aseptiquement et a l’abri du contact des tissus. Pour obvier a cel 
inconvénient, les canards étaient saignés aseptiquement dans les éprouvettes de 
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dues aux variations individuelles. Afin @avoir une base de com- 
paraison plus certaine, nous avons d’ailleurs évalué chez quel- 
ques animaux la toxicilé du sérum avant et pendant le cours 
du traitement, J’ajouterai qu'il est essentiel, lorsqu’on veut étu- 
dier dans de bonnes conditions les variations de la toxicité @un 
liquide en employant la voie cérébrale, de toujours pratiquer les 
injections au méme niveau. On peut observer des différences 
appréciables, parfois du simple au double, en injectant un méme 
sérum soit dans la région frontale, soit dans la région occipi- 
tale. Je reviendrai plus tard sur l’explication de ces faits, je 
liens simplement a signaler que dans toutes les expériences 
dont il va étre question, les inoculations furent faites dans le 
lobe frontal, en avant des centres moteurs. 

Voyons tout d’abord qu’elle est l'action exercée par Je sérum 
normal de canard sur le systéme nerveux du chien; il nous sera 
ensuite facile de Jui comparer les effets produits par le sérum 
des animaux préparés. 

Le sérum normal du canard est facilement supporté par le 
chien, méme lorsqu’il est introduit dans les centres nerveux 
a doses relativement élevées. Tous les animaux injectés ont 
supporté, sans le moindre accident, 0,5c.c.et 0, 6 c. c. par kilo- 
gramme. Quelques-uns seulement de ceux qui ont recu 0.8 c. c. 
par kilogramme ont présenté des accidents, caractérisés par de la 
parésie, de laffaissement, des secousses convulsives limitées; 
mais tous se sont remis. Il a été nécessaire d’atteindre, le plus 
souvent, 1c. c. a4, 2 ¢. c. par kilogramme, pour obtenir des 
phénoménes nerveux graves, tels que paralysie, crises épilepti- 
formes, convulsions, contractures. 

Mais encore, dans la plupart des cas, s’est-il agi de troubles 
passagers, qui se sont rapidement amendés et se sont terminés 
par la guérison des animaux. 

Deux chiens seulement ont succombé al’injection de(c. c. par 
kilogramme, et encore la mort a-t-elle été tardive (4 et 7 jours 
aprés /expérience). Les animaux, aprés avoir présenté, pen- 
dant quelques heures, des accidents aigus, se sont remis par- 


la machine centrifuge dans lesquelles on avait introduit préalablement un petit 
fragment de tissu. Il suffit ordinairement d’une heure de centrifugation pour 
obtenir par ce procédé une quantité de sérum égale au tiers et souvent méme 
aux 3/5 de la masse totale de sang recueilli. 
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liellement ; seule la paralysie des membres a persisté plus ou 
moins complétement jusqu’a la mort. 

Je tiens a faire remarquer en passant qu’en injections intra- 
vasculaires, le sérum de canard n'est toxique pour le chien 
qua des doses tres élevées. Ces animaux ne sont nullement 
touchés par des doses correspondant a 6 c. c. par kilogramme, 
J'ai méme souvent injecté 8 et 10 c. c, sans provoquer de phé- 
noménes nerveux. 

Tous les canards soumis & immunisation n’ont pas réagi 
avec la méme intensité, mais leur sérum s’est montré dans tous 
les cas beaucoup plus toxique pour la cellule nerveuse du chien 
que le sérum normal correspondant. Deux ou trois injections 
suffisent déja d’ordinaire pour produire une augmentation trés 
sensible de toxicité. Celle-ci s’accuse avec les injections sui- 
vantes pour atteindre un maximum qu'il est assez difficile de 
dépasser. Les chiffres suivants se rapportent aux sérums qui 
nous ont fourni les résultats les plus nets. 

Les chiens injectés dans le cerveau avec des doses de 0, 5c. c. 
.ou 0, 6c. c. par kilogramme, doses qui, nous le savons, ne pro- 
duisent pas le moindre accident lorsqu’il s’agit du sérum nor- 
mal, ont succombé trés rapidement. 

Dans la plupart des cas, la mort a été presque foudroyante. 
Quelques minutes aprés linjection, les animaux présentaient de 
la parésie qui allait rapidement en s’accentuant. Incapables de 
se tenir sur les membres, ils tombaient bientét sur le coté, 
essayaient quelques mouyements convulsifs et mouraient par 
paralysie des muscles respiratoires. 0, 3c. c. et 0, 4c. c, furent 
vénéralement suffisants pour produire a peu prés le mémes phé- 
uomenes, mais la paralysie s‘établissait un peu plus lentement, 
les mouvements convulsifs étaient mieux caractérisés quoiqu ils 
fussent rarement généralisés. Ils cessaient d’ailleurs assez vite 
pour faire place & une paralysie motrice et sensilive 4 peu 
prés complete, étendue a toute la sphére des organes qui sont 
sous la dépendance de l’axe cérébro-spinal. 

L’animal pouvait rester dans cet état pendant quelques 
heures; la respiration, qui ne tardait pas d’ailleurs 4 devenir 
stertoreuse, était la seule manifestation apparente de la vie. 
Les mouvements respiratoires devenus irréguliers diminuaient 
eux-memes progressivement en nombre et en amplitude, et l’ani- 
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mal mourait par asphyxie. [suffit, comme on Rouen s s’y atten- 
dre, de pr aliquer Vinsufflation pulmonaire pour maintenir les 
chiens en vie; ceux-ci se comportaient pour ainsi dire alors 
comme les animaux soumis & la respiration artificielle, aprés 
section sous-bulbaire de la moelle et évidemment plus ou moins 
complet du canal médullaire. 

A doses élevées, les injections intracérébrales de névrotoxine 
déterminent donc la suppression rapide de toutes les activités 
nerveuses d’origine centrale. Le centre respiratoire seul résiste 
plus longtemps a lintoxication. La destruction des éléments 
nerveux est d’emblée trop profonde et trop étendue pour que 
les phénoménes d’excitation puissent se manifester avec quel- 
que intensité. Ce qui domine, ce sont les phénoménes attestant 
la suppression fonctionnelle des centres bulbo-médullaires. 

La marche de I’intoxication est tout autre quand la quantité 
de sérum injecté est sensiblement plus faible. Ce sont alors les 
phénoménes d’excitation qui dominent la scéne : la paralysie, 
les troubles sensitifs n’atteignent leur maximum que beaucoup 
plus tard, et bien que la mort des animaux soit la regle, elle ne 
se produit le plus souvent que 6 a 12 heures aprés l’injection. 

Les animaux injectés avec 0, 1 c. c. et 0, 2c. c. par kilo- 
gramme nous ont fourni a cet égard un série d’ observations 
des plus intéressantes. Je me bornerai 4 en présenter une sorte 
de tableau schématique, correspondant, dans son ensemble, aux 
cas les plus fréquemment observés. 

Les chiens ne présentent habituellement rien de particulier 
dans les premiéres minutes qui suivent Vigjection, sauf que la 
plupart cherchent a fuir et vont, sion ne les maintient pas atta- 
chés, se blottir dans un coin. On s’apercoit bientét toutefois 
quils fléchissent sur les membres, que la marche devient 
paresseuse, difficile et plus ou moins chancelante. Un quart 
d’heure ou une demi-heure aprés, ils sont d’ordinaire franche- 
ment parésiés, et ont les plus grandes difficultés & se maintenir 
quelques instants dans la station verticale. C’est & ce moment 
qu’éclatent les premiers accidents convulsifs, sous forme de 
crises épileptiformes plus ou moins caractérisées. 

Quelques chiens ont présenté de véritables accés d’épilepsie 
franche. Rien ne manquait au tableau: cri initial, salivation, 
convulsions cloniques et toniques, miction. Ces crises épilepti- 
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formes se répétaient plusieurs fois pour étre bientot remplacées 
par des convulsions cloniques nettement caractérisées; ces 
convulsions, qu’il est facile de provoquer, qui se répétent spon- 
tanément sous forme d’accés, dont l’intensité et la durée augmen- 
tent jusqu’a un certain maximum. 

' Pendant les accés, l’animal, completement couché sur le 
coté, présente des mouvements continuels de la téte et des 
membres, ayant soit le caractére de secousses fréquemment 
répétées et limitées & un groupe de muscles, soil le caractére 
de mouvements absolument désordonnés, qui ont pour effet de 
modifier constamment sa position. 

Quand ces accés ont une certaine violence, les paupiéres sont 
closes, les globes oculaires rétractés et plus oumoins convulsés, 
la respiralion est saccadée, le coeur trés irrégulier. Dans la 
plupart des cas, on observe des sortes de cris ou d’aboiements 
convulsifs qui se commencent avec les accés et terminent avec 
eux. Les crises sont ‘entrecoupées ou tout au moins presque 
toujours suivies de contractures plus ou moins violentes attei- 
gnant la plupart des muscles du squelette. Les animaux pré 
sentent alors une attitude des plus caractéristiques : les membres 
sont en extension complete, la téte est fortement penchée en 
arriere et renversée sur le cou, les machoires sont violemment 
serrées. Ces contractures persistent le plus souvent dans !’inter- 
valle des crises, mais elles sont alors limitées & un membre, a 
la téte ou la machoire. 

Dans cette période, les rémissions sont d’ailleurs de trés 
courte durée, mais il est cependant facile de s’assurer que la 
paralysie augmente progressivement, que la sensibilité s’atte- 
nue, que le pouvoir réflexe de la moelle s’épuise. Tous ces 
symptomes, qui correspondent a une intoxication lente et gra- 
duelle des centres nerveux, sont avant toul des phénoménes 
dexcitation bulbo-médullaire. Tel est encore le cas de la saliva- 
tionet aussi de la polyurie, qui ne manque pour ainsi dire jamais. et 
qui se traduit par d’abondantes émissions d’urine, spécialement 
dans l’intervalle des crises. | 

A la période d’excitation, qui peut durer 7 ou & heures, suc- 
cede une période plus ou moins longue pendant laquelle les accés 
convulsifs, devenus de moins en moins fréquents, font place a la 
paralysie presque complete. L’aspect des animaux est, pour 
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ainsi dire, celui que présentent dés le début les chiens intoxiqués 
par de plus fortes doses, et la mort se produit dans les mémes 
conditions. 

Les doses comprises entre 0,06 c. c. et 0,1 c. c. ont encore été 
mortelles dans tous les cas, mais alors méme que l’intoxication 
revét une forme atténuée, elle présente encore dans son ensem- 
ble les mémes caractéres que ceux que nous venons d/indiquer. 

Plusieurs chiens injectés avec un sérum qui s était montré 
particuliérement toxique n’ont pas résisté a Vinjection - de 
0,05 c. c. par kilogramme, et dans deux expériences 0,04 c. c. ont 
encore suffi & provoquer des accidents passagers. Or le méme 
sérum essayé deux mois plus tot, c’est-a-dire avant le début de 
Vimmunisation, s’était montré dépourvu de toute activité lors- 
qu il étaitinjecté 4 la dose de 0,8 c. c. par kilogramme. Le sérum 
de ce canard avait donc acquis une toxicité au moins 20 fois plus 
forte que celle quil possédait primitivement. 

Je tiens a rappeler que toutes ces expériences ont été faites 
sur des chiens adultes et vigoureux, dont le poids variait entre 
4et8 kilogrammes. Silons’adresse a des chiens nouveau-nés ou 
plus exactement a des chiens agés seulement de quelques mois, 
on est frappé de la résistance considérable quwils présentent 
vis-a-vis des névrotoxines. Des chiens agés de 2 a 5 mois ont 
supporté en injections intracérébrales jusqu’a 0,3 c. ¢. par 
kilogramme de sérum actif, sans le moindre inconvénient. 
Il fallait atteindre des quantités qui déterminent la mort 
presque foudroyante des animaux adultes, c’est-a-dire 0,4 ¢. c. et 
0,5c. c. pour obtenir des accidents graves; et encore la survie 
fut-elle la régle. 

Vai cru qwil était utile de signaler ces particularités si lon 
voulait éviter toute erreur dans l’interprétation des expériences. 
I] est d’autre part intéressant de rapprocher ces faits de ceux 
que fournit Pétude d’autres sérums cytotoxiques. J’ai constaté 
que les hématies des chiens jeunes sont beaucoup plus résis- 
tantes que les globules rouges des chiens adultes a l’action des 
sérums hémolytiques artificiels. Je rappelle & ce propos que 
Camus et Gley' ont observe de leur coté que les globules rouges 
des lapins nouveaux-nés présentent une trés grande résistance 
a Vaction dissolvante du sérum d’anguille. 


1. Camus et Guay, Annales:de Institut Pasteur, 1899, p. 779 
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Il semble done qu'il s’agisse 1a d’un fait général, et que tous 
les éléments cellulaires des animaux jeunes soient particuliére- 
ment résistants a l’égard des cytotoxines. 

Les expériences que nous venons de rapporter démontrent 
avec évidence quil est possible d’obtenir expérimentalement 
des sérums fortement toxiques pour la cellule nerveuse. 

Il nous restait 4 rechercher si les propriétés de ces sérums 
sont spécifiques, autrement dit si la névrotoxine limite son 
action a la cellule nerveuse de Vespéce animale pour laquelle 
elle a été préparée, et, d’autre part, si cette action est exclusive, 
c’est-a-dire n’appartient pas a d’autres sérums cytotoxiques 
artificiels. 

Aprés avoir déterminé la toxicité du sérum normal de canard 
pour le lapin et le chat, nous avons injecté 4 quelques-uns de 
ces animaux le sérum des canards traités par des injections 
répétées de tissu nerveux de chien. Dans 4 expériences faites 
sur le lapin, il ne nous a pas été permis de constater une aug- 
mentation appréciable de toxicité, 

Par contre, le chat s’est montré plus sensible a Vaction du 
s¢rum des animaux préparés ; mais Paugmentation de toxicité que 
uous avons constatée fut dans tous les cas bien inférieure a celle 
que l’on observe lorsque le sérum est injecté au chien, 

Ces faits sont a rapprocher de ceux qui ont été observés 
dans l'étude des sérums hémolytiques. Il arrive assez souvent, en 
effet, que ’hémotoxine se montre plus ou moins efficace pour 
les globules rouges d’espéces tierces, mais son activilé est tou- 
jours faible si on la compare aux effets produits par le sérum 
étudié sur les hématies de l’espéce pour laquelle on la préparé. 

Plus importante était la question de savoir si action destruc- 
tive de la névrotoxine ne s’exerce que vis-a-vis de la cellule 
nerveuse. S’il n’est pas douteux que, dans les conditions expéri- 
mentales que nous ayons réalisées pour en faire l’étude, les 
sérums névrotoxiques localisent absolument leur action sur les 
centres neryeux, il n’en est pas moins vrai qu’il était utile de 
rechercher s’ils ne manifestent pas des effets toxiques tout auss! 
marqués lorsqu’ils sont mis directement en contact avec d'autres 
éléments cellulaires. Or, malgré Vinjection répétée, avec la 
matiére nerveuse, d’une certaine quantité trés faible, il est vral, 
de globules rouges et de leucocytes, les sérums les plus actifs 
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n'ont pas montré un pouvoir hémolytique ou leucolytique sensi- 
blement augmenté. Il n’y avait aucune comparaison a établir a 
cet égard entre leur activité et celle des sérums que nous 
avons obtenus chez le canard par des injections de globules rou- 
ges ou de leucocytes de chien. 

D’ailleurs, la contre-épreuve de ces expériences s imposait, et 
puisque nous avions & notre disposition des sérums de canard 
fortement toxiqgues pour les hématies du chien, il était toutin- 
diqué de rechercher comment ils se comportent lorsqu ils sont 
injectés dans les centres nerveux. 

Or, ’expérience nous a montré que, méme lorsqu’ils sont 
injectés ala dose de 0,4 c. c. et 0,5 c. c. par kilogramme, ces 
sérums ne produisent pas d’accidents nerveux. On se rappelle 
qua doses équivalentes, les sérums névrotoxiques que nous 
avons ¢tudiés déterminent la mort presque foudroyaate des ani- 
maux, et qu'il suffit habituellement d’en injecter des quantités 
10 fois plus faibles pour provoquer des troubles nerveux tres 
graves. 

Comme les autres sérums cyto toxiques déja préparés jus- 
quici, les s¢rums mévrotoxiques artificiels sont donc spécifiques. 

ll me reste maintenant a décrire les lésions provoquées par 
la névrotoxine; cette étude fera l’objet d’un prochain mémoire. 
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Sceaux, — Imprimerie E. Charaire. 
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